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Résume

Ce mémoire a porté sur 1I’étude éco-biochimique d’une plante médicinale, le marrube
blanc Marrubium vulgare L. en provenance de deux localités différents : Station de Blida et
station d’Ain Defla. Les objectifs visés consistent essentiellement a mettre en exergue 1’effet
de certains paramétres environnementaux et expérimentaux sur la variation quantitative et
qualitative des composés phénoliques de I’espéce étudiée d’une part et, sur son pouvoir
antioxydant d’autre part.

Le rendement des huiles essentielles M vulgare L (0.18%) de la région de Blida est
supérieur a celui M vulgare L.de la région d’Ain Defla (0.012%).

L’examen phytochimique des extraits des feuilles de Marrubium vulgare L. a révélé la
présence d’une quantité importante des poly phénols (les flavonoides et les coumarines), les
alcaloides et les saponosides dans la station d’Ain Defla par rapport a celle de Blida.
Cependant on signale 1’absence totale des glucosides, les tannins caté-chiques condense, les
tannins galliques hydrolysable, les Anthocyanes et les Anthraquinones dans les deux stations.
Concernant les Terpénes sont présents dans les feuilles récoltée dans les deux stations avec
une teneur élevée mais moins importante par rapport a celle des poly phénols.

Les extraits méthanoliques de Marrubium vulgare L récoltée dans la région d’Ain Defla
sont plus riches en polyphénoles et en flavonoides avec des doses respectives 185 + 0,12 mg
EAG/ g d’extrait et 40+ 0,07mg EQ / g d’extrait par rapport a ceux de la région de Blida.

L’IC50 de I’extrait Méthanolique des feuilles de Marubium vulgare L récoltée dans la
région d’Ain Defla (70 ug/ml) est trés inférieur a celle de I’extrait de Blida (140 ug/ml).
Cependant elle est légerement inférieure a celle de BHA (20 ug/ml). Donc L’extrait
Méthanolique des feuilles de Marubium vulgare L récoltée la région d’Ain Defla exhibe une
activité antioxydante importante par rapport a celle des feuilles de la plante récoltée dans la
région de Blida.

Mots clés : Marrubium vulgare L, station de Blida et de Ain Defla, screening
phytochimique, métabolites secondaires (polyphénols et flavonoides), activité antioxydante.



Abstract

This dissertation focused on the eco-biochemical study of a medicinal plant, the white
marrubium Marrubium vulgare L. from two different localities : Blida station and Ain Defla
station. The objectives are essentially to highlight the effect of certain environmental and
experimental parameters on the quantitative and qualitative variation of the phenolic
compounds of the species studied on the one hand and, on the other hand, on its antioxidant
power.

The yield of M vulgare L essential oils (0.18%) from the Blida region is higher than that
of M vulgare L from the Ain Defla region (0.012%).

Phytochemical examination of the extracts of Marrubium vulgare L. leaves revealed the
presence of a significant amount of polyphenols (flavonoids and coumarins), alkaloids and
saponosides in the Ain Defla station compared to that of Blida. However, the total absence of
glucosides, condensed cate-chic tannins, hydrolyzable gallic tannins, Anthocyans and
Anthraquinones is reported in both stations. Regarding Terpenes are present in the leaves
harvested in both stations with a high content but less than that of polyphenols.

The methanolic extracts of Marrubium vulgare L harvested in the Ain Defla region are
richer in polyphenols and flavonoids with respective doses of 185 + 0.12 mg EAG/ g extract
and 40+ 0.07 mg EQ/ g extract compared to those from the Blida region.

The IC50 of the methanolic extract of the leaves of Marubium vulgare L harvested in the
region of Ain Defla (70 ug/ml) is much lower than that of the extract of Blida (140 ug/ml).
However, it is slightly lower than that of BHA (20 ug/ml). Thus the methanolic extract of the
leaves of Marubium vulgare L harvested from the Ain Defla region shows a significant
antioxidant activity compared to that of the leaves of the plant harvested from the Blida
region.

Keywords : Marrubium vulgare L, Blida and Ain Defla station, phytochemical
screening, secondary metabolites (polyphenols and flavonoids), antioxidant activity.
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Glossaire

Acre : godt une sensation désagréable, saveur forte et brilante

Aliphatique : sont les hydrocarbures a chaine ouverte, et aussi ceux comprenant un ou

plusieurs cycles non-aromatiques

Diurétique : une substance qui entraine une augmentation de la sécrétion urinaire et qui peut

étre utilisée notamment pour traiter I'hypertension artérielle, I'insuffisance cardiaque

Expectorant : Un expectorant est un meédicament ou une herbe qui augmente I'expulsion du

mucus de la trachée ou des bronches par de I'expectoration ou de la toux
Inhiber : I'action d'empécher ou de ralentir un processus ou une réaction.

Gaiacol : Le gaiacol ou guaiacol est un composé organique aromatique naturel. C'est un
métabolite secondaire contenu dans les guaiacums, et qu'on trouve aussi dans la créosote de
bois

Médecine ayurvédique : L'ayurveda est une forme de médecine traditionnelle non

conventionnelle originaire de I'Inde également pratiquée dans d'autres parties du monde

Monocycliques : un compose chimique dans la formule renferme une chaine fermée
Potentiel hydrique : une mesure de l'avidité en eau d'un compartiment biologique ou

chimique

Tétrakéne : est un fruit sec, indéhiscent, a graine unique, dont le péricarpe, plus ou moins

sclérifié, n'est pas soudé a la graine
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Introduction

La sécheresse peut étre définie correctement en considérent la disponibilité et les
besoins en eau de la plante. Les plantes sont souvent soumises a des graves déficits hydriques
dus a une chute brutale de ’humidité ou a une augmentation de la température, la rareté des
pluies ou des pluviosités. Beaucoup d’especes peuvent également induire un stress hydrique
du fait de la diminution de la quantité d’eau dans le sol.

Le déficit hydrique est une contrainte abiotique majeure de la production agricole. Tout
d’abord par son impact négatif sur le rendement de culture et la qualité des produits, et par sa
fréquence. On estime qu’environ 40% des surfaces cultivés dans le monde sont soumises a la
sécheresse.

Les conséquences du stress hydrique sont essentiellement une diminution de croissance
ainsi qu’une réduction de Iactivité photosynthétique, affectant ainsi le rendement et
provoquant la mort de la plante si le stress perdure. Le déficit hydrique induit également un
stress oxydatif avec la formation de radicaux libres. Par leur nature instable, ces formes
actives d’oxygene sont trés nocives pour les constituants cellulaires en particulier pour les
lipides membranaires. Et pour les métabolites secondaires. La teneur surtout celle des
composés phénoliques d'une plante dépend également d'un certain nombre de facteurs
intrinseques et extrinseques, en particulier les conditions climatiques, la maturité a la récolte
et les conditions de stockage. Il semble que ’augmentation de la température, et I’effet des
jours longs favorisent ’accumulation des poly phénols, et exercent une influence sur la
qualité des principes actifs poly phénoliques synthétises par les plantes.

Le Marrubium vulgare L est une source trés riche en métabolites secondaires que 1’on
rencontre dans les feuilles. Elle est largement utilisée dans le bassin méditerranéen pour ses
nombreuses vertus thérapeutiques. Sur le plan chimique le Marrubium vulgare L. est riche en
diterpenes, en phenyléthanoides glucosidiques en tanins en saponins et en flavonoides.
Malheureusement ces composés chimiques et surtout celle des poly phénols et des
flavonoides leur teneur varie d’une région a une autre et elle peut méme étre négligeable dans
certaines régions surtout dans des régions arides et hyperbarides.

Peu d’études sont €lucidé sur 1’étude phytochimique et I’étude du pouvoir antioxydant
de Marrubium vulgare L. entre deux biotopes différents et ayant un climat différent. C’est ce
qui nous a incité, a travers ce travail, a évaluer la qualité, la quantité des métabolites
secondaires (plus particulierement les polyphénols et les flavonoides) et Tactivité
antioxydante a partir d’extraits de feuilles de Marrubium vulgare L. croissant en Algérie et
particulierement dans deux régions différentes : Blida caractérisée par un climat semi humide
et Ain defla possédant un climat semi-aride.

Notre thése est structurée de fagon classique en trois parties. Une partie bibliographique
portant sur une synthése des données relatives a notre thématique. Une seconde partie
expérimentale, qui décrit les démarches méthodologiques, en abordant le screening
photochimique, le dosage des métabolites secondaires (les poly phénols et les flavonoides)
des extraits des feuilles de Marrubium vulgare L., et 1’évaluation de leur activité
antioxydante. Dans la derniere partie, la discussion des résultats obtenus est rapportée.

Enfin, une conclusion relatant ’essentielle des résultats, accompagnée de perspectives
concluant notre manuscrit.
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I.1. Généralités sur la famille des lamiacées :

Les Lamiaceae anciennement appelés Labiatae (Labiées) représentent une importante
famille d'angiospemmes dicotylédones, qui comprend 236 genres et environ 6900 a 7200
espéces (Dine et al, 2009). Les plus importants genres sont Salvia (900), Scutellaria (360),
coleus (325), Plectranthus (300), Hyptis (280), Teucrium (250), Thymus (220) et Nepeta (200)
(Raja, 2012, Venkateshappa et Sreenath ; 2013).

C’est une famille trés importante en Algérie, représentée par 28 genres et 146 espeéces.

La plupart des plantes de cette famille sont partiellement ligneuses, formant des arbustes
(trés rarement des arbres). C’est la famille des aromatiques utilisées tant en cuisine qu’en
parfumerie ou en pharmacie également, comme par exemple la ballote, le basilic, la bugle,
I’hysope, la lavande, la marjolaine, la mélisse, ...). Il s’agit d’une vaste famille, trés typique
du monde végétal, et qui posséde une importance économique due a la production des huiles
essentielles (Guignard et al., 2001) et de miel (les miels de lavande, et de romarin sont
réputes). Cette famille est trés répandue dans les régions tempérées et surtout
mediterranéennes) (Guignard et al., 2001).

I.2. Classification :

La famille des Lamiacées posséde une distribution cosmopolite et des caractéres
morphologiques.

En 1789 De Jussieu a nommé la famille Lamiacées, la classification de la majorité des
sous-familles a été faite par Bentham en 1876 et la révision a été présentée par Briquet en
1895. La classification de ce dernier a longtemps été la plus utilisee pour cette famille de
plantes. En 1992, 21 genres de Verbénacées ont été transferes aux Lamiacées (Cantino,
1992).

1.2.1. Ancienne Classification :

Embranchement Spermaphytes (plantes a graines)

Sous embranchement Angiospermes (plantes a ovaire)

Classe Dicotylédones

Sous-classe Gamopétales (pétales soudes)

Série Superovariees Tétracycliques (ovairesupere,

1 seul verticalle d’étamines)

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceés (Lamiaceae)

Cependant, les rapports récents de la biologie moléculaire et le développement de la
systématique moléculaire basée sur I’analyse des séquences de génes, ont bouleverse les
classifications usuelles et ont proposé en 1998 une nouvelle classification ordinale des plantes
(APG., 1998).

L
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1.2.2. Classification selon I’APG (Angiosperm Phylogeny Group) :

Régne : Plantae

Sous embranchement : Angiospermes ou Magnoliaphyta

Euangiospermes

Eudicotylédones

Eudicotylédone Supérieures gamopétales :

Astéridées
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae

1.3. Répartition géographique :

La famille des Lamiaceae présente une distribution cosmopolite, elle est répandue dans
les zones tropicales et tempérées du monde et rare dans les régions arctiques et en haute
montagne (Dupont et Gugnard, 2007, Dinc et al, 2009). La plus grande diversité est
rencontrée dans le bassin méditerranéen, I'Asie centrale, le continent américain, les tles du
pacifique, I'Afrique équatonale et la Chine (figure 1) (Walker et al.2004, Naphibi et al,
2005). En Algérie, selon Quczel et Santa (1963), cette famille comprend 28 genres et 146
especes. Les Lamiaceae ne se rencontrent peu dans la région présaharienne et dans I'étage
supérieur du Hoggar, sauf les trois especes Marrubium deserti, Salvia aegyptica et Teucrium
polnum sont largement répandues dans ces régions (Ozenda, 1977)

Figure 01 : carte de répartition géographique mondiale de la famille des lamiaceae (en vert)
(pirani et prado, 2012)
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1.4.Généralités sur le Genre Marrubium :

Le genre Marrubium qui appartient a la famille des Lamiacées comporte environ 97
espéces (Popoola et al., 2013). Selon Quezel et Santa (1963), en Algérie, il existe sept
espéces : M. deserti L, M. supinum L, M. peregrinum L, M. alysson L, M. alyssoides Pomel,
M. willkommii Magn. (M. supinum X M. vulgare) et M. deserti de Noé. Cependant Ozenda
(1991) ne mentionne qu'une seule espéce ; M. vulgare De Noé qui fait l'objet de notre étude.

1.4.1. Répartition géographique :

Les espéces du genre Marrubium sont répandues principalement le long de la
Meéditerranée, les zones tempérées du continent Eurasien (Herrera - Arellano et al., 2004,
Meyre Silva et al.,, 2005, Rigano et al., 2007) et quelques pays d'Amérique latine
(Dendougui et al. 2011) Plusieurs espéces de Marrubium sont trouvées dans un terrain des
régions arides d'Egypte, de la Jordanie, d'lraq. De la Mexique et de 1’ Algérie, ... etc. (Calis
etal., 1992 ; Hatam et al., 1995 ; Al - Bakn et Afifi, 2007).

1.4.2. Caractéristiques botaniques du genre Marrubium :

Les espéces de ce genre sont des plantes vivaces, blanche - cotonneuses, tomenteuses et
laineuses, a feuilles crénelees, dentelées a nervure en réseau. Les fleurs sont blanches ou
roses pales, petites, disposees en verticilles axillaires (figure 02A). Le calice est tubuleux a
10 ou 20 dents (plus rarement de 5) (figure 02E, F). La corolle a un tube inclus, une lévre
supérieure dressée, terminée par deux lobes et une levre inférieure a trois lobes étales dont le
médian est plus grand (figure 02B). Les quatre étamines sont courtes et de méme longueur et
sont renfermées dans le tube de la corolle. Leurs anthéres sont opposées bout a bout et toutes
fertiles (figure 02C). Le fruit est tétrakéne, a ses quatre partis arrondis au sommet (Quezel et
Santa, 1963).
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Labiatae.

G Marrubium vulgare L

Figure 02 : Caractéristiques morphologiques du Marrubium vulgare (Wiki média, 2015) (A):
fleur, (B): corolle en coupe longitudinale. (C): étamines, (D): pollen, (E): calice, (5): coupe
longitudinale du calice, (Gynécée, (H): partie inférieur du gynécée, (I): gynécée en coupe
transversale. (J): fruits
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11.1. Définition :

Le Marrube vulgaire L est une plante, d’aspect blanchatre a odeur forte et désagréable
L’espéce Marrubium vulgare L, appelée localement Marriouth, est largement utilisée en
médecine traditionnelle

Selon : (Al kadi, 1989), (Novak et al., 1966), (Bellakhdar, 1997), (Quezel et Santa,
1962 ; 1963).

Nom vernaculaire

Arabe Marrioua
Maroc Merriwt
Tunis Marroubia
France Marrube blanc
Anglais Harehound
Italien Marrubbio
11.2. Historique :

Connu depuis la plus haute antiquité, les égyptiens I’utilis€rent, comme principal
ingrédient, dans un antidote des poisons vegétaux. Elle était déja considérée comme le
spécifique des affections de I’appareil respiratoire dans ’Egypte et la Gréce anciennes. Le
Moyen Age, qui I’employait couramment dans le traitement des mémes maux, I’a de surcroit
reconnu tonique, cholagogue et diurétique. Elle est considérée par J.-E Gilibert (1798)
comme « I’'une des meilleures plantes d’Europe » (Schlempher et al., 1996).

A. Classification botanique Selon [APG I11].

Regne Végétale

Sous régne Plantes vasculaire
Embranchement Spermatophytes
Division Magnoliophytes
Classe Magnolipsides

Sous classe Astérides

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Marrubium

Espéce Marrubium vulgare L

11.3. Aspect botanique :

Le marrube blanc est une plante herbacée vivace pouvant atteindre 80 cm de hauteur, a
tige quadrangulaire cotonneuse (Aouadhi, 2010).

Plante a odeur de thym au froissement, couverte d’un duvet blanc, a tiges dressées,
portant souvent de nombreuses pousses courtes et stériles. (Schlempher et al., 1996).

Les feuilles pétiolées, ovales ou arrondies, a limbe crénelé sur les bords sont blanchatres
et duveteux sur la face inférieure. Les fleurs petites, blanches, avec un calice a dents crochues
sont groupées en verticilles globuleux a I’aisselle des feuilles (Aouadhi, 2010). (Figure 3)

Les fruits sont formés de 04 petits akénes cachés a la base du calice persistant (une des
particularités de la famille des Labiacée) (Schlempher et al., 1996).
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Toute la plante dégage une odeur forte, sa saveur est acre (qui irrite les organes du gout
et de ’odorat) et amére (Aouadhi, 2010).

En Algérie, on retrouve 7 espéces differentes au sein de ce méme genre : Marrubium
vulgare Marrubium deserti L, Marrubium supinum L, Marrubium peregrinum L, Marrubium
alysson L, Marrubium alyssoides Pomel, Marrubium willkommii Magn.

SO REDMIND
OO ALBUAD &,

Figure 03 : Forme et la disposition des feuilles de Marrubium vulgare L (photos originale).

11.4. Origine et Répartition géographique :

Elle est répartie presque dans toute I’Europe en dehors de I’extréme Nord, Australie et
New Zélande (Baba aissa, 1999). Elle est trés répandue dans la région méditerranéenne, dans
I’ Afrique de nord et dans 1’ Asie. Cette plante est commune dans toute 1’ Algérie. Elle se trouve
aussi au Maroc et en Tunisie (Bonnier, 1990).

Elle est repérée dans les lieux arides et décombres, dans des terrains vagues, des prairies
chaudes et seches. Elle affectionne les sols calcaires (Schlempher et al., 1996).

Figure 04 : Répartition géographique du Marrubium vulgare L dans le monde (Bouterfes et

al., 2013)
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I1.5. Propriétés et utilisation :

A. Utilisations traditionnelles :

La plante a une arythmie cardiaque : les principes actifs responsables sont I'acide
caféique, I'acide chlorogénique mais, aussi, d'autres composants non identifiés (Vigneau,
1985)

Selon les populations anciennes, le Marrube aurait une action hypoglycémiante (Roman
et al., 1992 ; Novaes et al., 2001). Cependant, les résultats d’un essai conduit, récemment, au
Mexique sur 43 sujets diabétiques qui résistaient au traitement classique, révelent que le
Marrube n’a pas eu d’effet significatif sur la glycémie (Herrera et al., 2004). La prudence
s’impose tout de méme pour I’heure. Il n’y a pas eu sur le Marrube d’essais cliniques en
double aveugle. Ses usages sont des usages traditionnels bien établis et des études
pharmacologiques sur I’animal.

Dans I'Egypte de la haute Antiquité, le Marrube blanc était déja reconnu pour ses
propriétés apaisantes contre la toux. En médecine ayurvédique (Inde), chez les aborigénes
d'Australie et les Amérindiens d’Amérique du Nord, le Marrube servait a traiter les infections
des voies respiratoires. (Novaes et al., 2001). John Gerard, herboriste élisabéthain du XVle
siécle, le recommandait contre les sifflements respiratoires. Nicholas Culpepper, médecin
herboriste anglais du XVlle siécle, le disait souverain pour traiter la coqueluche. Jusqu'en
1900, la pharmacopée des Etats-Unis reconnaissait I'usage du Marrube pour traiter les
infections des voies respiratoires. Comme elles sont, désormais, traitées a l'aide
d'antibiotiques, cet usage du Marrube est tombé en désuéetude, du moins en Amérique du
Nord.

En médecine traditionnelle Tunisienne, on reconnait au Marrube un certain nombre de
propriétés : le décocté préparé a partir de la plante entiére est utilisé¢ dans 1’hypertension, les
hémorroides et aussi il est antirhumatismal, analeptique cardiaque, antiseptique pulmonaire. 1l
est reputé pour purifier le lait des femmes qui allaitent. 11 est utilisé en bain de bouche et en
usage externe dans le traitement des brilures (Boukef, 2006).

Le marrube blanc est tres utilisé en médecine traditionnelle comme expectorant,
antispasmodique et antidiabétique. Il est aussi employé pour combattre la cellulite et I’obésité.
Plusieurs de ces utilisations traditionnelles ont été confirmées par des essais scientifiques
(Masoodi, 2008) Les parties utilisées sont surtout les feuilles et les sommités fleuris. Elles
sont utilisées sous 03formes : Infusion, décoction et cataplasmes. Les feuilles sont utilisees
dans des toniques, des liqueurs, des bieres, des bonbons expectorants et antiseptiques et contre

La toux. L’infusion digestive est laxative, elle relache les muscles, contribue a
I’expulsion du mucus et combat la bronchite. Elle Fortifie le foie et détruit les vers
intestinaux.

En usage externe et interne les feuilles sont utilisées contre I’eczéma et la zona.
L’infusion chaude aide a faire tomber la fiévre, lorsque la quinine est inefficace, elle est
proposee contre la malaria.
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11.6. Composition :

La plante posséde des lactones diterpéniques, tels que : la marrubiine, prémarrubiine,
pérégrinol, vulgatol, marrubbénol et le marrubiol. Le marrube blanc contient, en outre, des
minéraux tels que : le potassium et surtout beaucoup de fer.

Elle présente également un certain taux de composés azotés caractéristiques de sa
famille, tels que : choline, stachydrine, bétonicine. On retrouve également des saponosides,
des flavonoides (Hétérosides flavoniques et flavonoliques du quercétol, de la lutéoline et de
I’apigénine, lactoylflavones, dérivés de 1’acide ursolique), des musilages, des résines, un peu
d’huile essentielle (alpha-pinéne, camphene, limonéne, sabinéne, para-cymene,
Para-fenchéne, ...) et des tannins (Schlempher et al., 1996).

11.6.1. Aspect phytochimique :

Les études phytochimiques effectuées sur le genre Marrubium (Ashkenazy et al., 1983)
au regard des données bibliographiques ont permis d’isoler un grand nombre de métabolites
secondaires tels que les sesquiterpénes, les di terpénes, les tri terpénes les flavonoides, et les
tanins

A. Sesquiterpénes :
Ce sont des hydrocarbures de formule C15H24, soit une fois et demie (sesqui) la molécule des
terpenes vrais (en C10H16). Ils peuvent étre acycliques, monocycliques, bicycliques ou
tricycliques.

e Composés acycliques : On peut citer le farnéséne et le farnésol (alcool correspondant
du farnesene, essence de Tilleul, (baumes du Pérou et de Tolu). Le nérolidol, isomere
du farnésol (essence de Néroli, baume du Pérou).

e Composés monocycliques : Le zingibérene (du Gingembre), L'humulene (du
Houblon).

e Composés bicycliques : Le cadinéne (du goudron de Cade).

e Composés tricycliques : Les santalenes (du Santa), Les santalols, alcools
correspondants des santalénes.

B. Diterpénes :

Les di terpenes constituent un grand groupe de composes en C-20 issus du metabolisme
du 2E, 6E, 10E-géranylgéranylpyrophosphate (GGPP). On dénombre plus de 1200 produits di
terpéniques répartis en une centaine de squelettes. On les rencontre dans certains insectes et
divers organismes marins, ils sont surtout répandus chez les végétaux particulierement dans
les especes des familles Lamiacées, Astéracées et Fabacées. Ils peuvent étre acycliques,
monocycliques, tricycliques ou tétracycliques Dey (1991) et Bruneton (1999).

C. Triterpénes:

Ces composés en C30 sont tres répandus, notamment dans les résines, a I'état libre,
estérifiés ou sous forme hétérosidique. lls peuvent étre aliphatique, tétra cycliques ou penta
cycliques.

e Composés aliphatiques : le squaléne, surtout rencontré dans le régne animal, se
trouve également dans I'insaponifiable d'huiles végétales (Olive, Lin, Arachide). C'est
un intermédiaire dans la biogenese des triterpenes cycliques et des stéroides.

e Composeés tétracycliques : I'euphol, I'euphorbol dans les résines d'Euphorbia
resinifera Berg. Le butyrospermol de beurre de Karité, dans l'insaponifiable de
graisses, les acides éburicoigue, polyporénique chez des champignons (Polypores). Le

L]
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lanostérol du suint de mouton, retrouvé sous le nom de cryptostérol dans la Levure de
biére.

eComposés pentacycliques : ils sont tres fréquents chez les plantes. On les
classe en trois groupes suivant les alcools en C30H500 dont ils dérivent.

D. Flavonoides

Les flavonoides au sens large sont des pigments quasiment universels des végétaux
(Rice-Evans et al., 1996). Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes
de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les
dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les
anthocyanes.

Ces diverses structures se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous
forme de glycosides. On les trouve, d’'une maniere tres générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles,
fleurs et fruits.

Les flavonoides sont surtout abondants chez les plantes supérieures, particulierement
dans certaines familles : Polygonacées, Rutacées, Légumineuses, Ombelliferes et Composées
(Paris., 1980). La présence de flavonoides chez les algues n’a pas, a ce jour, été démontrée.
S’ils sont fréquents chez les Bryophytes (Mousses et Hépatiques), ce sont toujours des
flavonoides stricto sensu. Majoritairement des O et C-Hétérosides de flavones et des derivés
O-uroniques.

Ils sont Présents dans les organes aériens, ils ont une teneur maximale dans les organes
jeunes ; les feuilles et les boutons floraux (Paris., 1980).

Les formes hétérosidiques des flavonoides, hydrosolubles, s’accumulent dans des
vacuoles et, selon les especes, se concentrent dans I’épiderme des feuilles ou se répartissent
entre 1I’épiderme et le mésophile (mais ces deux tissus peuvent accumuler spécifiquement des
substances différentes. Comme cela a été démontré chez certaines Céréales, dans le cas des
fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques (Bruneton., 1999).

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune ce qui explique le fait
qu’ils possédent le méme squelette de base a quinze atomes de carbones, constitué de deux
unités romatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3. lls peuvent étre
regroupés en plusieurs classes selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central les
hétérosides flavonoidiques, les anthocyanes, les iso flavonoides et les flavonoides au sens
strict comprenant les flavones, les flavonols, les dihydroflavonols, les flavanones ainsi que les
aurones et les chalcones (Bruneton, 1999). (Figure 05)
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Figure 05 : Structures des différentes classes de flavonoides (Bakkali et al., 2008)

E. Tanins:

On appelle communément « Tanins » des substances d’origine végétale, non azotées, de
structure poly phénolique, soluble dans 1’eau, I’alcool, I’acétone, peu soluble dans 1’éther, de
saveur astringente et ayant la propriété commune de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre
imputrescible et impermeéable en se fixant sur les protéines. Leur poids moléculaire varie de
500 a 3000. Dans les plantes, les tanins existent a 1’état complexes, les tannoides ; certains
combinés a des sucres sont dénommés tanosides (Paris., 1976).

Les tanins sont trés importants dans I’industrie des cuirs, ils agissent en donnant des
combinaisons insolubles avec les protéines et rendent ainsi les peaux moins perméables a
I’eau et imputrescibles (Paris., 1980).

La Structures chimiques principale des tanins est donnée par la Figure 06
(Aguilar et al., 2007)
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Figure 06 : Structures chimiques principales des tanins (Aguilar et al., 2007)

I1.7. Stress hydrique :

11.7.1. Notion de stress :

Selon les définitions. Selon Jones, un stress désigne a la fois l'action d'un agent
agresseur et les réactions qu'il entraine dans l'organisme agressé, une force qui tend a inhiber
les systemes normaux (Tsimilli-Michael et al., 1998). D’autre part, les stress
environnementaux nés de la fluctuation des facteurs abiotiques (sécheresse, salinité,
température) affectent les conditions de croissance, le développement et le rendement des
plantes (Madhava Rao et al., 2006).

11.7.2. Stress hydrique

Le déficit hydrique est une contrainte permanente de la production agricole dans de
nombreux pays au climat de type méditerranéen. Elle est a l'origine des pertes de production
agricole dans de nombreuses régions. Les risques du manque d’eau sont et deviendront de
plus en plus fréguents et persistants, a l'avenir, par suite des changements climatiques causés
par I'effet de serre (Witcombe et al., 2009). En effet, on assiste a un stress hydrique lorsque la
demande en eau dépasse la quantité disponible pendant une certaine période ou lorsque sa
mauvaise qualité en limite I'usage (Madhava Rao et al., 2006).

A. Mécanismes d’adaptation des plantes au stress hydrique :

La résistance d’une plante a une contrainte hydrique peut étre définie, du point de vue
physiologique, par sa capacité a survivre et a s’accroitre et du point de vue agronomique, par
I’obtention d’un rendement plus élevé que celui des plantes sensibles (Rao et al., 2006). La
résistance globale d’une plante au stress hydrique apparait comme le résultat de nombreuses

i
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modifications phénologiques, anatomiques, morphologiques, physiologiques, biochimiques et
moléculaires qui interagissent pour permettre le maintien de la croissance, du développement
et de production (Hsissou, 1994).

B. Stratégies de résistance :

Classiquement, ces stratégies ont été groupées en trois catégories a savoir
I’échappement, 1’évitement et la tolérance (Levitt, 1972). Pourtant, ces stratégies ne sont pas
mutuellement exclusives. En effet, les plantes peuvent combiner tout un ensemble de réponses
(Ludlow, 89).

B.1.Stratégie de tolérance :

La tolérance des tissus a un potentiel hydrique faible peut impliquer I’ajustement
osmotique (Morgan, 1984), des parois cellulaires plus rigides et des cellules de petite taille
(Wilson et al, 1980). Plusieurs espéces d’arbres et d’arbustes dans les régions arides et semi-
arides combinent une forte concentration des solutés avec une capacité photosynthétique et
une conductance stomatique réduites. La plupart de ces adaptations a la sécheresse ne se
privent pas d’inconvénients. Par Conséquent, I’adaptation des plantes a la sécheresse doit
refléter un équilibre entre ’échappement, I’évitement et la tolérance afin de maintenir une
productivité adéquate (Mitra, 2001)

11.7.3. Stress oxydatif :

Le stress oxydant peut se définir comme un déséquilibre dans la balance entre des
producteurs de radicaux libres (pro-oxydants) et protections contre radicaux libres
(Antioxydants). Une conséquence des stress environnementaux, comprenant le stress
hydrique, est I’apparition d’un stress oxydatif, ¢’est-a-dire l'accumulation d’espéces réactives
de l'oxygene(ROS), qui endommagent les structures cellulaires (Appel et Hirt, 2004).

Dans des conditions optimales, les feuilles sont dotées d’enzymes et des métabolites
antioxydants suffisants pour faire face aux ROS. De nombreux travaux montrent que des
enzymes telles que des superoxide dismutases (SOD), des ascorbate peroxydases (APX), des
catalases (CA, des glutathion-S- transférases (GST) et des glutathion peroxydases (GPX)

S’accumulent pendant le stress hydrique (Flexas et al., 2006). La capacité du systéeme
antioxydant est déterminante pour maintenir 1’intégrité du systéme photosynthétique lors
d’une contrainte hydrique. Il existe différents mécanismes d’adaptation des plantes au stress
hydrique. Chaque espéce se differe de sa méthode physiologique et biochimique de
synthétiser des différents composes biochimiques : sucre, proline, composés phénoliques.

A. Radicaux libres :

Les radicaux libres sont des molécules produites par différentes réactions du
métabolisme cellulaire. Ils peuvent avoir des effets néfastes sur 'intégrité des différentes
composantes de la plante a cause de leur forte réactivité. Les radicaux superoxy des (0xygene)
et hydroxyle (OH) sont extrémement réactifs, alors que le peroxyde d'hydrogéne (I’eau
oxygenée) qui est le plus abondant est le moins oxydant.

Depuis longtemps, les radicaux libres ont donc été considérés comme des sous-produits
métaboliques indésirables qui doivent étre désactivés pour éviter des dommages oxydants
non-spécifiques dans les cellules. Cette vue un peu simpliste s'est transformée récemment par
les évidences montrant que les radicaux libres peuvent aussi jouer un rdle important en
agissant comme des molécules signal impliquées dans la régulation de plusieurs processus
biologiques, dont la réponse des végétaux aux stress environnementaux. En effet, une faible
augmentation de la concentration des radicaux libres, notamment le I’eau oxygénée, peut
induire la tolérance a un stress tandis que de fortes accumulations peuvent activer le processus
de mort cellulaire programmée. Ainsi, la balance entre I'acclimatation aux stress ou la mort

—-
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cellulaire dépend d’interactions complexes entre d'une part la production et l'utilisation du
pouvoir réducteur des radicaux libres généres par le flux d'électrons dans les chloroplastes, et
d'autre part de antioxydants qui détoxifient ces radicaux libres et donc influe sur leur pouvoir
de signalisation (Foyer et Noctor 2009; Mittler et al. 2004)

B. Détoxification des radicaux libres par les composés phénoliques :

Lors d'un stress oxydant comme la photo inhibition, il a été proposé que les composes
phénoliques pourraient contribuer a detoxifier les radicaux libres (Takahama, 2004). Les
composés phénoliques joueraient le rdle de donneurs d'électrons et d'un atome d'hydrogéne
afin de réduire le peroxyde d'hydrogene pour les scinder en eau et oxygéne (Castelluccio et
al., 1995; Yamasaki et al., 1997). Cette réaction est catalysée par les peroxydases de classe
[, le plus souvent dénotée guaiacol peroxydase, qui se retrouvent dans les vacuoles et
I'apoplaste (parois cellulaires) (Almagro et al., 2009). L'acide ascorbique pourra étre de
nouveau réduit a l'aide de I'enzyme de hydroascorbate réductase pour étre réutilisé. Si les
composés phénoliques ne sont pas régénérés par l'acide ascorbique, ils seront polymérisés et
seront responsables du noircissement de I'épiderme observable sous conditions de stress
photooxydants (YYamasaki et al., 1997).

Il n’est d’ailleurs bien documenté que la concentration des composés phénoliques
augmente dans les vegétaux soumis a divers stress environnementaux (Dixon et Paiva 1995),
des changements de leurs propriétés d'oxydoréduction causés par les stress
environnementaux. Lors de stress chroniques, mais moderés, tels les fortes intensités
lumineuses et le stress hydrique, il y a non seulement une augmentation globale de la
concentration de composés phénoliques dans les plantes (Dixon et Paiva 1995), mais aussi
une accumulation de composés comme la quercetine (Tattini et al., 2004) et les
anthocyanines (Gould et al., 2010), réputéees comme excellents antioxydants de par leur
groupement catéchol (o- dihydroxybenzene)




Chapitre |

Chapitre 111 :
Travaux anterieurs
Sur le genre Marrubium



Travaux antérieurs Sur le genre Marrubium Bibliographié

I11.1. Etude phytochimiques :

Les études phytochimiques effectuées sur les espéces du genre Marrubium ont provoqué
la présence de différentes classes de composés tels que les polyphénols (en particulier, les
flavonides, les phénylpropanoides et les acides phénoliques), certaines polymeéres, les sterols
comme [-sitostérol, les diterpenes, les sesquiterpénes et les triterpénes (EIl Bardai et al.,
2003; Hennebelle et al., 2007; Rigano et al., 2007; Karioti et al., 2007; Sarikurkcu et al.,
2008; Dendougui et al., 2011) (Tableau 01)

Tableau 01 : Quelques principes actifs isolés a partir des especes de Marrubium

Espéces Principe actif isole Références

M. alysson - Phénylpropanoides: alyssonoside, verbascoside Calis et al., 1992
leucosceptoside A, martynoside, forsythoside B et
leucosceptoside B

M. polydon - Labdane diterpeniques: polyodonine -Flavonoide: Hatam et al.,
apigénine - 7-0- [B- D- (6-O - p coumaroyl) - 1995
glucopyranosyl] et apigenine - 7-O- [B- O- (3,6 - di
- O - p - coumaroyl) -glucopyranosyl]

M. astracanicum - labdanes diterpéniques: marrubinone A et lidaetal., 1995
marrubinone B
M. vulgare - Phényléthanoides: martuboside Sehpaz et al,

-Phénylpropanoides: acteoside, forsythoside B, 2002
arenarioside et ballotetroside

M. velutinum - Flavonoide acétylé: chrysoériol - 7-0-(3 ", 6" - di Karioti et al.,
O - E - p - coumaroyl) -B - D glucopyranoside 2003

M. bourgaei Sesquiterpénes. - caryophylléne (23,2%), (Z) — Demirci et al.,

Boiss.Ssp.Caricu  B- faméséne (13,5%) et B germacréne D (10,3%) 2004

M. paviflorum - Sesquiterpénes: bicycloge rmacréne (26,3%) Khanavi et al.,
germacréne D (21,5%) et B - caryophylléne (15,6%) 2005

M.cyleneum - Labdanes diterpeniques: velutine A, 15 - epi Karioti et al,

velutine A, velutine B, 15 epi - velutine B, velutine 2005
C, cyllenine A et 15 - epi - cyllenine A

-Sesquiterpenes:  -caryophyllene  (21,2%) et Javidnia et al.,

valéranone (5,4%) 2007
- Phénylpropanoides : eugenol (50%) Belhattab et
— monoterpene : cavacrol (36,28%) et larous , 2006 ;
B - phellandréne (15,49%) - Sesquiterpénes: said-al ahl et al.,
B - bisaboléne (29%) 2015
M. anisodon - Labdanes diterpéniques : mamubune Tajbakhsh et al.,
2008
- Sesquiterpenes, gemacréne D (442 °) et B- Citoglu et
caryophyllene (10,4%) aksit,2002
M. thessalum - Labdanes diterpéniques : 13S - prépéréginine, 3a Argyropoulou et

hydroxymarrubiine, 9a, 13R - 15,16 - bisepoxy - al., 2009
15b méthoxy - 3 - oxo - labdan — 6b et 19 -olide et

15- méthoxyvelutine C

-Flavonoides: ladanéine
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- Sesquiterpenes : caryophylléne oxyde (21,7%) B -

Argyropoulou et

caryophylléne (17,6%), germacréne D (15,3%) B - skaltsa,2012
bisabolene (12,6%) et trans - - faméséne (8,1%)

M. peregrinum -Flavonoides ladanéine, 5,7,4> Alkhatib et al.,,
triméthylscutellaréine 5,6,7,4 tétraméthoxyflavone 2010

111.2. Etudes pharmacologiques :

Les espéces du genre Marrubium sont largement utilisées en médecine traditionnelle
dans plusieurs pays pour le traitement de nombreuses affections. En effet, plusieurs
recherches scientifiques ont montré leurs intéréts pharmacologiques (Tableau 02)

Tableau 02 : Effets pharmacologiques des espéces de Marrubium

Espéces Extrait étudié Activité Références
pharmacologique
M. vulgare Extrait éthanolique, Hépatoprotectrice  El Bardai et al., 2003 ;

extrait d'éther de
pétrole et les huiles
essentielles

Antioxydante
Antibactérienne
Analgesique
Antidiabétique
Vasorelaxante

Herrera-Arellano et al.,
2004; Meyre-Silva et al.,
2005; Messaoudi et al, 2008;
Kadri et al., 2011;

Boutlelis Djahra et al., 2012;
Rashid et al. 2014;

Bokaeian et al. 2014;

Al Mahdi, 2014

M. crassidens

Extrait méthanlique

Antiproliferative

Hamedeyazdan et al., 2014

Antioxydant
M. alysson Extrai Anti- Edziri et al., 2007
methanolique, inflammatoires Edziri et al., 2011
hyxanique Antioxydant Essawy et al., 2014
Chloroformique et Cytotoxique
butanolique Antivirale
Antibactériennes
M. parviflorum  Extrait Analgeésique Khanavi et al., 2012
hydroalcoolique Anti-inflammatoire
M.  globosum Extrait Antioxydant Sarikurkcu et al., 2008

subsp.globosum

methanolique et les
huiles essentielles
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l. Matériel et Méthodes utilisés :
Ce travai a été elabore dans le laboratoire de Saidale de Medea

I.1. Choix et localisation :

Le choix de ces deux stations a été basé sur des critéres écologiques (climat, sol,
précipitations et altitude). Ces derniers ont une influence sur le développement de la plante,
sur les métabolites secondaires et sur I’anatomie de la plante sur lesquelles nous avons
focalisé notre travail.

La premiere zone d'étude est située dans la région Maraman localisée au centre de la
wilaya de BLIDA. (Figure 07) (Tableau 03)

La deuxiéme zone d’étude est située dans la région Oued Chorfa (Amourah) localisée a
I’Ouest de la wilaya d’Ain Defla. (Figure 08) (Tableau 03)

La localisation géographique avec la texture du sol des deux stations d’étude est donnée
dans le Tableau 03.

Figure 07 : la localisation géographique des échantillons prélevés dans la région maraman
(Wilaya Blida)

Figure 08 :la localisation géographique des échantillons prélevés dans la région Oued Chorfa
(Amourah) (Wilaya Ain Defla)

A
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La localisation géographique avec la texture du sol des deux stations d’étude est donnée

dans le Tableau 03

Tableau 03 : Localisation et texture du sol des deux stations d'étude

Station Texture du sol Latitude Longitude Altitude(m)
par
rapport au
niveau de
la mer
Maraman Sols 36°28'0" Nord 2°45'0"Est Altitude qui va en
(Blida) Limoneux-rouges décroissant du sud vers le
Sols Nord (150 metres a 50
Sablo-argileux metres)
Oued Chorfa Sols 36°9'25" Nord 2°24' 15" Est 265 m
(Ain defla) argilo-limoneux
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I.2.Matériel biologique :

La partie aérienne de Marrubium vulgare L’été collectée au novembre 2019 au niveau
de la région de Blida. La deuxiéme a été récoltée durant le mois de novembre 2019 dans la
région d’Ain Defla plus précisément au sein d’Oued chorfa. Seulement la partie aérienne (les
feuilles) de la plante est concernée par 1’étude.

Apreés la recolte, les échantillons sont mis dans des sacs bien aérés, puis étalés sur du
papier a 'ombre et a I’abri de I’humidité, a la température ambiante, jusqu’a ce qu’i
deviennent complétement secs. Par la suite nous avant broyé I’échantillon puis le mettre dans
des bocaux.

1.3. Méthodes :

1.3.1. Extraction par hydro distillation des huiles essentielles :

La distillation reste la méthode la plus utilisée pour 1’obtention des composés d’ar6me,
cependant comme dans toute méthode d’extraction, les conditions optimales d’utilisation
d’une méthode d’extraction dépendent du rendement en HE. Plusieurs paramétres tels que la
quantité du matériel végétal, I’état du matériel végétal, la quantité d’eau introduite, la durée de
I’extraction, influent sur le rendement. Il a été vérifié que le rendement diminue fortement,
d’une part quand la charge du matériel végétal augmente, et d’autres part quand on introduit
une quantité d’eau trop importante (Boutedjiret, 1990).

Dans cette ¢tude, la méthode d’extraction utilisée est I’hydrodistillation.

A. Procédé d’extraction :
L'étude est réalisee dans sa totalité a I'échelle du laboratoire sur un montage de type
« Clevenger ». Ce montage se compose de quatre pallies principale)
e Le réacteur, un ballon dans lequel on introduit la matiére végétale et l'eau.
e La colonne, un cylindre en verre placeé au-dessus du réacteur qui recueille la phase
vapeur.
e Le réfrigérant dans lequel se condensent les vapeurs.
e [’ampoule a décantation, ou I’huile se récupére en deux phases, 1’'un est la phase
organique (huile essentielle) et I’autre la phase aqueuse (hydrolat).

L’opération consiste a introduire (70 a100 g) de 1’échantillon dans un ballon en verre de
2 litres, on y ajoute une quantité suffisante d’eau de robinet sans pour autant remplir le ballon
pour éviter les débordements de I’ébullition. Le mélange est porté¢ a ébullition a 1’aide de
chauffe ballon.

C’est au bout d’une demi-heure de chauffage régulier, que commence 1’évaporation.

Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le
serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites
s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée. L’huile essentielle de faible
densité par rapport a ’eau, surnage a la surface de cette derni¢re. L huile ainsi obtenue et
récupérée les vapeurs seront chargées d’eau et de I’huile.

Apres condensation, le liquide ainsi obtenu ou le distillat s’écoule goutte a goutte et
recueilli dans un flacon collecteur, situé a I’extrémité inférieure du tube réfrigérant.

L’extraction dure environ deux heures, jusqu’a ce que les gouttes condensées ne
contiennent plus d’huile a leur surface. Par la suite, ’huile essentielle a été séparée par
décantation puis récupérée dans des flacons opaques bien scellés, et enfin conservée a
température basse (4-5 C°).
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B. Rendement en HE :
Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse d’HE obtenue et la
masse végétale séche a traiter (Carré, 1953). Le rendement en HE est exprimé par la formule
suivante :

Rmt %=m1.100/m0
Rmt : rendement en HE exprimé en pourcentage (%).
M1 : masses-en (g) d’HE.
MO : masses-en (g) de la matiére végétale traitée.

Figure 09 : Dispositif d’extraction de type de Clevenger. (Originale 2018) 1-Chauffe ballon.
2-Ballon monocol (Eau + biomasse végétale). 3- sortée d’cau. 4- entrée d’eau. 5-Allongeur.
6-Réfrigérant. 7 empoule a déconté (hydrodistillat). 8- Bicher
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1.3.2. Méthode d’extraction des métabolites secondaire :
1.3.2.1. Préparation de la poudre :

Les feuilles de la plante fraichement récoltées est lavées a I’eau de robinet, découpées et
laissées sécher a ’ombre dans un endroit sec et bien aéré pendant 20 jours. Apres sont pilées
dans un mortier propre puis finement broyés a l'aide d'un broyeur électrique. La poudre
obtenue est conservée a l'abri de la lumiére et de I'numidité dans des flacons en verre stériles
hermétiquement fermés.

1.3.2.1. Préparation des extraits :
A. Extrait aqueux :

Nous avons mélangé 20g de poudre dans 100ml d’eau distillée bouillie puis laissée 20
min pour infusion avec agitation de temps en temps. L’extrait aqueux obtenu est ensuite
centrifugé a 1000 tours/min pendant 10minutes pour débarrasser des débris puis filtré sur
papier filtre de type wattman de type wattman N=°3. Le filtrat est recueilli dans des petits
flacons en verre. (pharmacopée Européenne 2001).

B. Extrait méthanolique :

Suivant le protocole d’extraction décrit par (OWEN et al, 2003) et Iégerement modifie.
Le matériel vegétal broyé (20 g) est soumis a une extraction par macération dans le mélange
méthanol / eau (80/20 v/v) pendant 72 heures avec renouvellement de solvant chaque 24
heures sous agitation a température ambiante. La solution est ensuite filtrée avec un papier
filtre de type wattman n°3. Le marc résiduel a subi une deuxiéme et une troisiéme extraction
avec le méme solvant. Apres filtration, les filtrats obtenus sont évaporés a sec a I’aide d’un
évaporateur rotatif pendant 60min a une température de 60°C.

L’extrait sec est pesé pour le calcul de rendement. Ce dernier est exprimé en
pourcentage selon la formule suivante :

R % = (PES / PE) X 100

R % : rendement en pourcentage
PES : poids de I’extrait sec (g)

PE : poids de I’échantillon poudre (g)
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1.3.3. Screening phytochimique :

Il englobe une série de méthodes colorimétriques qui permettent d’établir la présence ou
I’absence de métabolites secondaires dans la plante a partir de sa poudre ou de I’infusé. Le
screening aide a chercher : les anthocyanes, les leuco-anthocyanes, les tannins totaux, les
irridoides, les tannins galliques les tannins cathéchiques, les alcaloides, les flavonoides, les
sénosides, les quinones, les coumarines et les mucilages.

Ces tests sont en relation avec I’intensité du précipité, la turbidité et la coloration ; ce
qui détermine la proportionnelle de la quantité et de la substance recherchée. Ainsi :

- Une réaction franchement positive est représentée par : (+++)

- Une réaction moyennement positive est représentée par : (++)

- Une réaction faiblement positive est représentée par : (+)

- L’absence de la substance est représenté€ par : (—)

Le Tableau 04 montre la méthode appliquée a la recherche de chacun de ces métabolites
secondaires.

Tableau 04 : Screening phytochimique (Harborne et al., 1998; Raaman et al., 2006)

Alcaloides 5g de poudre + 50 ml d’ether : chloroforme 3/1 Preécipité rouge
Filtrer apres 24h puis épuiser avec du HCL.

Flavonoides A 5 ml d’infusé + 5 ml d’acide chlorhydrique + Coloration  rouge
un coupon de Zinc +1 ml d’alcool iso-amylique.  orangée

Coumarines Faire bouillir a reflux 2 g de poudre dans 20 ml  Formation d’un

d’éthanol pendant 15 minutes. 5 ml du filtrat + trouble
10 gouttes d’hydroxyde de potassium a 10 % +
quelques gouttes d’acide chlorhydrique a 10 %.
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1.3.4. Caractérisation quantitative des extraits :
1.3.4.1. Dosage des Polyphénols et flavonoides :

A-Poly-phénols :

But : La détermination de la teneur en poly-phénols totaux dans I’extrait des feuilles de
Marrubium vulgare L par la méthode Spectrophotométrie UV-Vis selon la méthode au réactif
de Folin-Ciocalteu (Singleton et al, 1999).

e Principe :

Ce dosage est décrit par (Skerget et al.,2005). Basé sur la quantification de la
concentration totale de groupements hydroxyles présents dans l'extrait. Le réactif de Folin-
Ciocalteau consiste en une solution jaune acide contenant un complexe polymérique d'ions
(hétéro-polyacides). En milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en
ions phénolates et réduit partiellement ses hétéro- polyacides, d'ou la formation d'un complexe
bleu.

e Mode opératoire

A 0.2 mL d’EM (avec concentrations convenables : 200pg/mL, 20pg/mL et 2ug/mL)
est ajouté 0.8 mL de la solution de Na;COs (75 mg/mL dans I’eau distillée), aprés agitation,
ImL de la solution de Folin-Ciocalteu (dilué dix fois dans 1’cau distillée) est ajouté a
I’ensemble, aprés 2 h d’incubation a la température du laboratoire, 1’absorbance est lue a 760
nm contre un blanc sans extrait.

Le taux de poly-phénols totaux dans I’extrait, a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y=a. X+b), établie avec des concentrations précises d’acide gallique (0-
0,5 g/l) comme standard de référence, dans les mémes conditions que I’échantillon. Les
résultats sont exprimés en gramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de poudre.
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Figure 10 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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B. Flavonoides :

But : Détermination de la teneur en flavonoides totaux de I’extrait des feuilles de
Marrubium vulgare L par La méthode du trichlorure d’aluminium ALCLzdécrite par (Yi et
al.,2007).

e Mode opératoire

1 ml de chaque concentration obtenue par dilutions de ’Eaq de (10mg/mL, 8mg/mL,
6mg/mL, 4mg/mL, 2mg/mL) est ajouté a 1mL de la solution d’AlClz (2% dans le méthanol),
le mélange est vigoureusement agité. Aprés 10 min d’incubation, 1’absorbance est lue a 430
nm.

Une courbe d’étalonnage (y=a. x+b) établie par la quercétine (0-350 pg/ml), réalisée
dans les mémes conditions opératoires que les échantillons, servira a la quantification des
flavonoides. La teneur en flavonoides est exprimée en gramme d’équivalent de quercétine par
gramme de poudre.
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Figure 11 : courbe d’étalonnage de la quercétine.
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1.3.5. Activité anti-oxydante (in vitro)

A. Principe :

Selon (Brand-Williams et al, 1995) La capacité anti-oxydante peut étre aussi mesurée
en utilisant des radicaux libres plus stables. Le radical |, I-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
est un radical libre trés stable a I'état cristallin et en solution, de coloration violette. Par cette
méthode, on considére que l'activité anti-oxydante n'est autre que la capacité des antioxydants
d'agir comme piégeur des radicaux libres. lls agissent en transférant un atome d'hydrogéne ce
qui conduit a la disparition du DPPH au cours de la réaction et a un changement de coloration
(Jaune) dans la solution initiale (figure 12).

o . N Y . :
N + Antioxydant-OH NS + Antioxvdant-O
Ne NH
DN _,‘|. MN( 3N | NO
DPPH (violet) DPFPH (jaune)

Figure 12 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

e Mode opératoire :

50 microlitres d’Eaq de Marrubium vulgare L a différentes concentrations (10mg/mL, 8
Mg/mL, 6 mg/mL, 4mg/mL, 2mg/mL) et de EM de concentration (200pg/mL, 20 pg/mL,
2ug/mL, 0.2u/mL, 0.02 pg/mL) est ajouté a 5 mL de la solution méthanolique du DPPH
(0,004%).

En paralléle, un contrdle négatif est préparé en mélangeant 50uL. de méthanol avec 5 ml de la
solution méthanolique de DPPH.

Egalement le méme test a été réalisé dans les mémes conditions opératoires avec un
antioxydant de référence : acide ascorbique.

e Lecture des résultats :
La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a
516 nm aprés 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a une température ambiante. (GUrsoy
et al, 2012).

L’activité anti-oxydante est estimée selon 1’équation suivante :

[ 1% = [l‘ (AbS échantillon-ADS contr()le)] x 100. ]

19 : pourcentage d’inhibition ou d’activité anti radicalaire.
Abs contrdle : Absorbance du contrdle négatif.
Abs échantillon : Absorbance de 1’échantillon.

e IC50:

Ce parameétre est défini selon (Pokorny et al.,2001) comme la concentration
d’antioxydant  requise pour diminuer la concentration initiale de 50%, il est inversement lié
a la capacité anti-oxydante

Le paramétre 1C50 a été calculé a partir de la courbe de régression linéaire tracée du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de [I’extrait aqueux.
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11.1. Choix climatologie :

11.1.1 pluviométrie :

La précipitation est la quantité¢ d’eau météorique totale, liquide (Pluie, brouillard, rosée)
ou solide (neige, gréle...) qui tombe sur une surface horizontale. L’étude des précipitations est
trés importante, elle permet de déterminer la part d’eau qui parvient pour I’alimentation des
ressources souterraines

A. Station Blida :
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Figure 13 : précipitation moyenne mensuelle en (mm) de la station de la région de Blida
(2010 a 2019) (Données obtenues d’Office Nationale de la Météorologie de Dar El Beida,
Alger)

Selon la figure 13 et le Tableau 05 (voir annexe), la station de Blida est caractérisée
par les mois les plus arrosé est le mois de février avec des précipitations moyennes annuelle
de 80 mm. Par contre, le mois le plus sec correspond au mois d’Aout avec une précipitation
moyenne annuelle de ’ordre de 7 mm
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B. La station d’Ain Defla :
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Figure 14 : précipitation moyenne mensuelle en (mm) de la station de la station Ain Defla
(2010 a 2019) (Données obtenues d’Office Nationale de la Météorologie de Dar El Beida,
Alger)

Selon la Figure 14 et le Tableau 06 (voir annexe), la station d’Ain Defla est caractérisée
par le mois le plus arrosé est le mois de septembre avec des précipitations moyennes
mensuelles de 41 mm. Par contre, le mois le plus sec correspond au mois de juillet avec une
précipitation moyenne mensuelle de I’ordre de 10 mm.

11.1.2. Température :

La température est un facteur important, elle régit 1’évaporation et influence ainsi la
variation des réserves d’eau souterraine

A. Station Blida :
Selon la Figure 15 et le Tableau 07 (voir annexe), La station de Blida est caractérisée
par les mois les plus froid est le mois Janvier avec une température moyenne annuelle de 14

°C. Le mois d’Aout est le mois le plus chaud avec une température moyenne mensuelle de
31°C.
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tempirature
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Figure 15 : Variation des températures de la station de Blida (2010-2019) (données obtenues
d’Office Nationale de la Météorologie de Dar El Beida, Alger)

B. Station d’Ain Defla :

La Figure 16 et le tableau 08 (voir annexe), montre que la station de ain defla est
caractériseée par le mois le plus froid est le mois de Janvier avec une temperature moyenne
mensuelle de 6 °C. Le mois de juillet et aout est le mois le plus chaud avec une température
moyenne mensuelle de 27°C.

temperature

35

30

25

20

15

10

jan fev mars avril mai juin juill aout sep oct nove dece

temperature

Figure 16 : Variation des températures de la station d’Ain Defla (2010-2019) (données
obtenues d’Office Nationale de la Météorologie de Dar El Beida, Alger)




Marrubium vulgare L huiles essentielles Résultat et discussions

11.1.3. Indice d’aridité de DERMARTONNE :
En se basant sur le régime des précipitations et des températures, DEMARTONNE
(1923) a défini un indice d’aridité (1)
Indice annuel : | = P/(T+10) indice mensuel : | = 12*P/(T+10)

Tableau 09 : Indice d’aridité de DERMARTONNE.

Valeur de | Type de climat Type de végeétation
potentielle

0ab Hyper aride Désert absolu

5a10 Aride Désert

10a 20 Semi-aride Steppe

20a30 Semi-humide Prairie naturelle, foret

30a40 Humide Foret

40 a55 Humide Foret

P : Précipitation moyennes annuelles (mm).
T : Températures moyennes annuelles (°C).

Dans le cas de Blida, les températures et les précipitations moyennes annuelles sont
respectivement : T= 15.9°C et P= 650 mm. Il en résulte un indice d’aridité de
DERMARTONNE de 25.09 On en déduit que le climat de la région de Blida est de type
méditerranéen(semi-humide) En ce qui concerne la station d’Ain-Defla, les températures et
les précipitations moyennes annuelles sont respectivement : T= 14.4°C et P= 500 mm. Il en
résulte un indice d’aridit¢é de DERMARTONNE de 20.490n en conclue que le climat de la
région de Ain Defla est de type semi-aride.
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11.2. Huiles essentielles de Marrubium vulgare L :

11.2.1. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles :

L’examen organoleptique nous réveéle que les huiles essentielles des deux stations sont
différentes selon la couleur, la saveur, I’aspect et ’odeur. Selon Sangwan et al (2001),
L’arome de I’huile essentielle différe d’une région a l’autre et il est le résultat de la
combinaison de tous les constituants, car méme les composés minoritaires peuvent jouer un
role important dans la définition de I’odeur.et généralement les HE des régions pluvieuses
sont des liquides huileux, volatils, caractérisés par une forte odeur, rarement colorés et
généralement moins denses que I’eau (Miguel, 2010).

11.2.2. Rendement des Huiles essentielles des deux régions :
Le rendement des huiles essentielles M vulgare (0.18%) de la région de Blida est
supérieur a celui M vulgare de la région d’Ain Defla (0.012%). (Figure 17)
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Rendement%

B Rendement%

M. vulgare de Blida M. vulgare d'Ain Defla

Figure 17 : Rendements de la masse des extraits secs des échantillons Marrubium vulgare L
récoltée dans deux régions différentes (Blida et Ain Defla)

Le rendement des huiles essentielles trouve est probablement di aux facteurs suivants
e Aux conditions pédoclimatiques : faibles précipitations et températures élevées

durant I’année 2019-2020 dans la région de Blida et surtout dans la région d’Ain
Defla

e Au degré d’aridité : sub-humide dans la région de Blida et semi-aride dans la région

d’Ain defla

e Aux facteurs génétiques, le stade végétatif et la méthode d'extraction. (Fellah et

Romdhane ,2006)

e Aux conditions environnementales (la lumiere, la disponibilité des nutriments, et la

longueur du jour). (Fellah et Romdhane, 2006) Par ailleurs, Koen et al., (1999)
rapportent que le M. vulgare accumule de faible quantité d’huile essentielle ainsi
que des teneurs faibles de leurs constituants. Raisons pour lesquelles selon les

L




Marrubium vulgare L huiles essentielles Résultat et discussions

mémes auteurs, ’intention des chercheurs n’a pas été attirée. D’autre part Lawrence
(Demirci et al., 2004) émis I’hypothése selon laquelle les genres de la famille des
Lamiacées ayant des grains de pollen tric olpés sont pauvres en huile volatile et leur
huile essentielle renferment généralement des sesquiterpénes comme [3-
caryophyllene et gemacrene D en tant que constituants majeurs. Cette hypothése est
plus ou moins vérifié a quelques différences prés chez le genre Marrubium qui
possede des grains de pollen tricolpés (Demirci et al., 2004)
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11.3. Screening Phytochimique :

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituants une
plante, nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités biologiques. Pour cela nous avons
réalisé les tests phytochimiques sur différents extraits préparés a partir de la partie aérienne de
la plante Marrubium vulgare. L en utilisant des solvants de polarité différente et des reactifs
specifiques de révélation.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des
métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante. La détection de ces
composeés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des reactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la
lumiere ultraviolette.

Selon I’examen du (Tableau 10), L’examen phytochimique réalisé sur la partie aérienne
(les feuilles) de Marrubium vulgare. L a révélé la présence d’une quantité importante des poly
phénols (les flavonoides et les coumarines), les alcaloides et les saponosides dans la station de
Ain Defla par rapport a celle de Blida. Cependant on signale I’absence totale des glucosides,
les tannins caté-chiques condense, les tannins galliques hydrolysable, les Anthocyanes et les
Anthraquinones deux stations. Concernant les Terpenes sont présents dans les feuilles récoltée
dans les deux stations avec une teneur élevée mais moins importante par rapport a celle des
polyphénols.

Tableau 10 : Résultats du screening phytochimique de. Marrubium vulgare L récoltée
dans les deux régions (Blida et Ain Defla)

Meétabolites secondaires Station de Blida Station de Ain Defla

Flavonoides ++ +++

Tannins totaux - -

Les tannins cate-chiques condense - -

Les tannins galliques hydrolysable - -

Saponosides : ++ +++
Anthocyanes - -
Coumarines ++ +++
glucosides - -
Terpénes ++ ++
Alcaloides + ++

Anthraquinones - -

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur les feuilles Marrubium vulgare
récoltée dans la station d’Ain Defla met en évidence la présence des composés chimiques qui
possedent des activités biologiques intéressantes. Il s'agit entre autre des substances
polyphénoliques : les flavonoides des coumarines et des saponosides.

Ces résultats concordent avec les études de Saad (2017) et Azzi et al (2014) qui ont
détecté la présence importante des mémes métabolites sur les feuilles de Marrubium vulgare
récoltée dans deux régions respectives Biskra et Tlemcen (Tableau 11). Cependant nos
résultats phythochimique de la plupart des métabolites des deux stations ne sont pas
comparables a ceux réalisés par Bouterfas et al (2013) Bouterfaset al (2014). (Tableau 11).
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Les composés phénoliques (flavonoides) sont connus pour avoir de nombreuses
propriétés thérapeutiques a savoir : antivieillissement, anti-carcinogéne, anti-inflammatoire,
antioxydant, antimicrobienne, antiviral, anti-tumoral, antiseptique, antidiabétique et protége
contre les maladies cardiovasculaire et respiratoires (Harborne et Williams, 2000; Bouchet
et al., 2000; Narayana et al, 2001, Seyoum et al., 2006; Benhabyles et al., 2016).

Nos résultats montrent une moyenne abondance des alcaloides dans les feuilles d’Ain
Defla qui présente des activités anti-spasmodique, anti-rhumatismal, analgésique et
anticancéreuse. Leurs effets laxatif est aussi révélé (Zirihi et al, 2005;Zirihi et al, 2007;
N'Guessan et al, 2009).

Les coumarines présentent des propriétés antipyrétique, analgésique, sédative, anti- use
et anti-convulsivante sont a leurs tour trés abondantes (Mpondo et al., 2015).

La présence de ces composés biologiquement actifs au niveau des parties aériennes de
Marrubium vulgare L explique leur utilisation par les populations dans le traitement de
diverses maladies.

Tableau 11 : screening phythochimique des extraits des racines de Marrubium vulgare L
récoltée dans différents régions

Métabolismes (Bouterfas et (SAAD, (Bouterfas (Azzietet (Bouterfasetal;
secondaires al.,2015) 2017) etal., al.,,2014) 2014)
2013)

Région de la plante Marrubium vulgare L récoltée

TESSAIA  SILA  AIN BISKRA TESSALA TLEMCEN TESSALA (ALGERIE
SKHO  TAMENRASSET OCCIDENTALE)
Présence/Absence dans I’extrait
Flavonoides ++ ++  ++ ++ + +++ +++
Tannins totaux
Les tannins caté- + - - + +
chiques condense
Les tannins + + + + +
galliques
hydrolysable
Saponosides +++
Anthocyanes - - - +
Coumarines - - - +++ +++ -
Tanins +++ +
glucosides
Terpénes + +
Alcaloides - - - +++ - _

Anthraquinones -
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11.4. Dosage des polyphénols et des flavonoides :

11.4.1. Dosage des polyphénols :

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique
adaptée avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont exprimés en mg
équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/gES), en utilisant 1’équation
de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique (voir Matériel et
Méthodes).

Les résultats des taux des polyphénols des deux stations trouvées sont donnés par le
(Tableau 12) et la (Figure 18). La concentration des polyphénoles dans [I'extrait
méthanolique de Marrubium vulgare L récoltée dans la région de Ain Defla était 185 + 0,12
mg EAG/ g d’extrait, suivie par 1’extrait méthanolique de Marrubium vulgare L récoltée dans
la région de Blida (35 + 0,05 mg EAG/ g d’extrait)

Tableau 12 : résultats de dosage des poly phénols totaux et des flavonoides condensés dans
les extraits méthanolique de Marrubium vulgare L récoltée dans deux régions

Teneur (mg/ml) Poly phénols (a) Flavonoides (b)
Extrait méthanolique 35+ 0,05 15+0,25
de Blida
Extrait 185+ 0,12 40+ 0,07
méthanoliquede
de Ain Defla

(@) mg EAG/g d’extrait Méthanolique

(b) mg EQ/g d’extrait Méthanolique

200

180

160 M Extrait méthanolique de
Blida

140

120 H Extrait méthanolique de
100 - Ain Defla

80 -

60 -

40
20

Poly phénols (a) Flavonoides (b)

(a) mg EAG/g d’extrait Méthanolique
(b) mg EQ/g d’extrait Méthanolique

Figure 18 : résultats de dosage des poly phénols totaux et des flavonoides condensés dans les
extraits méthanolique de Marrubium vulgare L récoltée dans deux régions

—
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11.4.2. Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique décrite par
(Djeridane et al.,2006) et (Boudiaf, 2006). Le quercétine, considérée comme contréle positif,
a permis de réaliser une courbe d’étalonnage, d’ou on a calculé la teneur en flavonoides des
différents extraits, qui est exprimé en mg équivalent de quercétine (EQ) par gramme de
matiére d’extrait sec (voir annexe).

Les résultats des taux des flavonoides dans I’extrait des deux stations sont mentionnés
dans le (Tableau 12) et la (Figure 18).

Les flavonoides représentent la sous classe la plus important et la plus répandue des
polyphénols. La comparaison des valeurs en flavonoides des deux extraits, fait constater que
I’échantillon de Ain Defla est plus riche en flavonoides avec une concentration de 40+
0,07mg EQ / g d’extrait. Alors que 1’échantillon de Blida se montre avec une concentration de
15+0,25mg EQ/g.

Les résultats de la teneur des polyphénols et des flavonoides de la plante de Marrubium
vulgare récoltee dans la station de Ain Defla sont en accord avec les études de Ghedadbaet
al (2014), qui rapportaient une forte teneur en poly phénols (195 * 0,36 mg EAG/g d’extrait
Méthanolique) et en flavonoides (33,10 + 0,60 mg EQ / g d’extrait Méthanolique)

(Tableau 13)

Méthanolique de la méme espece récoltée dans la région de Batna (cengiz sarikurkcua et
al,2018) a rapporté des teneurs en polyphénols et en flavonoides de la plante récoltée Dans la
région de Turquie presque similaires a celles de Blida. (Tableau 13)

Tableau 13 : Dosage des flavonoides et des Poly phénols dans les extraits de Marrubium
vulgare L récoltée dans différents régions

Métabolismes (Ghazhaziaet (BOUDIJELAL, (cengizsarikurkcuaet (GHEDADBA etal,
secondaires al, 2013) 2013) al, 2018) 2014)

Région de la plante (nom de la plante )récoltée

Tunisie M’sila Turquie Batna
Extrait Poly Flav  Poly Flav poly flav poly flav
E.mathanolique 2,680 0,086 18.21+ 22,19+ 19.58 + 195+ 33,10+
0.20 0.83 0.05 0,36 0,60

Poly : Polyphénols (mg EAG /g extrait)
Flav : Flavonoides (mg EQ /g extrait)

L’étude qualitative (screening phytochimique) et I’étude quantitative (dosages des
polyphénols et des flavonoides par la méthode spectrophotométrique) des extraits nous révele
une richesse importante des polyphénols et des flavonoides surtout au sein Marrubium
Vulgare L récoltée dans la station de Ain Defla caractérisé par un climat semi-raride. Cette
derniére station durant les 16 dernieres années 2000-2016 est caractérisée par une faible
pluviométrie et par une température élevée d’ou Marrubium vulgare L est soumis au stress
hydrique important. Selon Dixo et Paiva, (1995) la concentration en polyphénols augmente
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dans les végétaux soumis au stress hydrique et d’aprés (Gould et al.,, 2010) d’autres
composés métaboliques augmentent tels que les antocyanes sous 1’effet du stress.

Plusieurs études montrent que le stress hydrique induit une production importante de
polyphénols et des flavonoides. (Shetty et al., 2001), ont montré que lors du stress hydrique
le taux des polyphénols est tres important au niveau des épicotylédones par rapport a celui des
légumineuses.

L’Augmentation de la quantit¢ des flavonoides a été décrite chez de nombreuses
espéces végétales a cause d’un déficit en eau (Ingram et Bartels, 1996 ; Horner, 1990,
Kennedy et Filippis, 1999). Le stress hydrique peut moduler 1’expression des génes
impliqués dans le métabolisme secondaire, notamment au niveau de la biosynthese des
flavonoides.
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I1.5. Activité antioxydante de I’extrait aqueux de Marrubium vulgare L :

11.5.1. Détermination du pourcentage d’inhibition du radical DPPH :

Les résultats obtenus lors du test de mesure de pourcentage d’inhibition du radical
DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) sont enregistrés dans les Figures 19, 20, 21 et 22.

Nous constatons que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration pour le BHA (Hydroxyanisole butylé) et pour les extraits
Méthanoliques des feuilles de Marrubium vulgare L récoltée dans la région de Blida dans la
région d’Ain Defla.

On note que I’efficacité antioxydante augmente avec la concentration des deux extraits
Méthanoliques des feuilles de Marrubium vulgare L récoltée dans la région de Blida et dans la
région d’Ain Defla. Cependant, le pourcentage d’inhibition du radical libre de I’extrait
Méthanolique des feuilles de Marrubium vulgare L récoltée dans la région de Blida est
inférieur a ceux de I’extrait Méthanolique des feuilles de Marrubium vulgare L récoltée dans
la région d’Ain Defla et de BHA pour toutes les concentrations utilisées. Pour une
concentration de 0.1 mg/ml, les extraits Méthanoliques des feuilles de Marrubium vulgare L
récoltée dans la région de Blida et dans la région d’Ain Defla ont révélé des pourcentages
d’inhibition de DPPH respectifs de 62% et de 40% tandis que le BHA est de 95% (Figure 19)
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EMB : Extrait méthanolique de Marrubium vulgare L récoltée dans la région de Blida
EMA : Extrait méthanolique de Marrubium vulgare L récoltée dans la région d’Ain Defla
BHA : Hydroxyanisole butyl

Figure 19 : Pourcentage d’inhibition d’extrait Méthanolique de Marrubium vulgare L récoltée
dans deux régions différentes et de BHA (hydroxyanisole butylé)
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11.5.2. Détermination d’I1C50
L’IC50 est inversement lié¢ a la capacité antioxydante d'un composé. Elle exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %. Plus la valeur
d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande

Les valeurs d’IC50 de BHA (Hydroxyanisole butylé) et d’extrait Méthanolique de
Marrubium vulgare L récoltée dans deux régions différentes sont indiquées dans le (Tableau
14) et la (Figure 23)

Le BHA (Hydroxyanisole butylé) et pour les extraits Méthanoliques des feuilles de
Marrubium vulgare L récoltée dans la région de Blida dans la région d’Ain Defla.

L’extrait Méthanolique des feuilles de Marrubium vulgare L récoltée dans la région de
Blida et dans la région d’Ain Defla pouvaient ramener le radical libre stable 2.2 diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) au diphenylpicrylhydrazine jaune-coloré avec des IC50 respectives
0.14mg/ml (140 ug /ml) et 0.07mg/ml (70 ug /ml). Ces derniéres sont inférieures a celle de B
HA (0.02mg/ml (20 ug /ml). Cependant, on remarque que la IC50 la région d’Ain Defla est
Iégérement inférieur a celle de BHA. Donc L’extrait Méthanolique des feuilles de Marubium
vulgare L récoltée la région d’ Ain Deflaexhibe une activité antioxydante importante.

Les résultatas sur I’extrait Méthanolique des feuilles de Marrubium vulgare L récoltée
la région d’Ain Defla concordent également avec ceux trouvés par Matkowski et Piotrowska
(2006) et Pukalskas et al. (2012). De plus, plusieurs études ont rapporté que l'espéce M.
vulgare L contient une bonne quantité de composés phénoliques (Sahpaz et al., 2002;
Matkowski et Piotrowska, 2006)
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Figure 23 : 1C50 en ug/mide BHA (Hydroxyanisole butylé) et des extraits Méthanoliques de
Marrubium vulgare L récoltée dans deux régions différentes.
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Nos résultats trouvés montre que I’activité antiradicalaire des extraits du Marrubium
vulgare L surtout celle de la région d’AIN Defla est probablement liée a son contenu en
polyphénols et en flavonoides. Nos résultats sont en accord avec les travaux de (Sengul et al.,
2009; Riahi et al., 2013), qui ont montré que la teneur en polyphénols et en flavonoides la
plus élevée est responsable de I’activité antioxydante.

En effet, M. vulgare d’Ain Defla représente un extrait actif. Les composés phénoliques
semblent étre de bons candidats pour leurs activités antioxydantes du fait de la présence de
nombreux hydroxyles, pouvant réagir avec les radicaux libres (Verzelloni et al., 2007;
Sengul et al., 2009; Zhang et al., 2011).

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des
flavonoides et leur capacités antioxydantes, 1’activité de ces molécules a piéger les radicaux
libres dépend essentiellement de leurs structures ; les flavonoides les plus actifs sont ceux qui
renferment des groupements 3°- 4° dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3 OH sur le
cycle C (Marfak, 2003 ; Sokol-Letowska, 2007).
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Conclusion

Les localités géographiques et le type d'extrait ont un effet important sur le rendement des
huiles essentielles, le screening phytochimique, la teneur en polyphénols et en flavonoides et
I'activité de piégeage des radicaux DPPH de la plante M vulgaris L. récoltée des deux régions
différentes (Blida et Ain Defla).

Le criblage phytochimique a révélé la présence d’une quantité importante des poly
phénols (les flavonoides et les coumarines) dans la station d’Ain Defla par rapport a celle de

Blida.

Les extraits de M vulgare L. étendue dans la station d’Ain Defla vue leur richesse en
polyphénols et en flavoinoides sont pourvus d’un pouvoir antioxydant €levé par rapport a
celui des extraits de Blida.

En conséquence, cette différence est principalement due aux variations du sol et du climat des
deux régions : Blida caractérisée par un climat méditerranéen (semi-humide) et Ain-Defla
ayant un clima semi-aride.

Ainsi, il serait judicieux de reprendre nos essais dans des conditions meilleures. Etudier
plusieurs paramétres physiologiques (teneur en eau, turgescence et teneur en chlorophylle a, b
et totale) et des parameétres biochimiques (teneur en proline et en sucres solubles) sur
plusieurs variétés de plantes récoltées dans plusieurs régions.
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» Tableaux :
Tableau 05 : presente le taux de precipitation du region de blida (2010 a 2019)

Mois Jan fév mars avril mai juin juill ao(t sept oct nove Déce

Pluvio 722 825 833 784 498 296 6.2 74 30.7 433 67.7 68.5
mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm Mm

Tableau 06 : presente le taux de tempirature du region de blida (2010 a 2019)

Mois jan fév mars avril mai juin juill aolGt sept oct nove déce

temp 14.4° 14° 17° 20.5° 23.3° 28.3° 31.6° 31.7° 26.8° 25.4° 18.5° 15.3°

Tableau 07 : presente le taux de precipitation du region de Ain defla (2010 a 2019)

mois Jan Fév Mars Avril Mai Juin Juill Aolt Sept Oct Nove Déce

pluvi 76 62 59 39 46 12 2 3 25 45 76 89
mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm

Tableau 08 : presente le taux de température du region de Ain defla (2010 a 2019)

mois jan fev mars avrii mai juin juill Aout sept oct nove Dece

temp 89° 10° 13.2° 15.8° 20.1° 25.3° 30.1° 30° 25.7° 19.9° 13.9° 10°

Tableau 14 : IC50 en ug/ml de BHA (Hydroxyanisole butylé) et des extraits Méthanoigques
de Marrubium vulgare L récoltée dans deux régions différentes.

EMB EMA BHA

IC50 ( mg /ml) 0.14 0.07 0.02
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» Figures :

Figure 24 : Structure chimique de quelques composeés des huiles essentielles (Bakkali et al.,
2008)
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BHA : Hydroxyanisole butylé
Figure 20 : Pourcentage d’inhibition de BHA (Hydroxyanisole butylé)
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EMA : Extrait méthanolique de Marrubium vulgare L récoltée dans la région d’Ain Defla

Figure 21 : Pourcentage d’inhibition d’extrait Méthanolique de Marrubium vulgare L
récoltée dans la région d’Ain Defla
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Figure 22 : Pourcentage d’inhibition d’extrait Méthanolique de Marrubium vulgare L
récoltée dans la région d’Ain Defl



