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Résumé

Cette ¢tude bibliographique a abordée 1’analyse phytochimique et les activités
biologiques des extraits méthanoliques et de 1'huile essentielle des parties aériennes de
Marrubium vulgare L. L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides
contenus dans les extraits méthanoliques a montré que celui-ci est relativement riche en
polyphénols et flavonoides. L’étude phytochimiques a permis de mettre en évidence la
présence de I’acide gallique, acide chlrogénique, quercétine, phénylpropanoides glycosides,
phenylethanoid glycoside et les verbascoside dans les extraits méthanoliques. La composition
de I’huile essentielle a été déterminée par GC/MS et GC /FID permettant I’identification de
plusieurs constituent comme Germacrene D et B-Caryophyllene, qui sont les constituants les
plus dominants. L’activité antioxydante des extraits méthanolique et des huiles essentielle du
M. vulgare a eté évalué par les tests in vitro DPPH, blanchissement du B-caroténe et piégeage
de H,0,. L’ensemble des extraits et des huiles essentielles M. vulgare présentent des tres
bonnes propriétés antioxydantes. L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits et les
huiles essentielles a révélé une puissante activité. Tandis que les huiles essentielles de notre
plante ne présente aucun effet vis-a-vis les bactéries de gram négative. D’autres activité
biologique ; hypoglycémiante, hémostatique, antiulcéreuse ont été remarqué pour les extraits

du M. vulgare L ceci a ajouté au profil du plante d’étre utilisé en phytothérapie.

Mots clés : M. vulgare, huile essentielle, polyphénols, CPG/SM, HPLC/UV, activités
antioxydante, activité antimicrobienne, activité¢ antidiabétique, activité hémostatique, activité

antiulcéreuse.



Abstract

The objective of this bibliographic study is based on the phytochemical study of the
plant Marrubium vulgare L, and the evaluation of the biological activities of the methanolic
extracts obtained by maceration and of the essential oil which obtained by hydrodistillation of
the aerial parts of the plant M. vulgare L. Quantitative estimation of total polyphenols and
flavonoids contained in methanolic extracts showed that this ci is relatively rich in
polyphenols and flavonoids. The phytochemical study demonstrated the presence of gallic
acid, chlrogenic acid, quercetin, phenylpropanoids glycosides, phenylethanoid glycoside and
verbascoside in methanolic extracts. The composition of the essential oil was determined by
GC / MS and GC / FID allowing the identification of several constituents such as Germacrene
D and B-Caryophyllene, which are the most dominant constituents. The antioxidant activity of
methanolic extracts and essential oils of M. vulgare was evaluated by in vitro DPPH, B-
carotene bleaching and H,O, scavenging tests. All M. vulgare extracts and essential oils
exhibit very good antioxidant properties. Evaluation of the antimicrobial activity of extracts
and essential oils revealed potent activity. While the essential oils of our plant have no effect
vis-a-vis gram negative bacteria. Other biological activity; hypoglycaemic, hemostatic,
antiulcer have been noted for extracts of M. vulgare L this added to the profile of the plant to

be used in herbal medicine.

Key words: M. vulgare, essential oil, polyphenols, GC/MS, HPLC/UV, antioxidant

activities, antimicrobial activity, antidiabetic activity, hemostatic activity, antiulcer activity.
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Introduction

Introduction

La phytothérapie existe depuis la nuit des temps, I’homme a eu recours aux plantes
pour se nourrir mais aussi pour se soigner. Au fil des siecles, la connaissance des plantes
médicinales se transmet de génération en génération (Eline, 2019).Cette approche permet de
sélectionner des plantes potentiellement actives et d’augmenter significativement le nombre

de découvertes de nouveaux actifs (Pelt, 2001).

Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont fourni a la médecine des médicaments trés
efficaces. Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans I'arsenal
thérapeutique de 1'humanité. Aujourd'hui, de nombreux travaux menés dans le domaine de
I'ethnopharmacologie, nous montrent que les plantes utilisées en médecine traditionnelle et
qui ont été testées sont souvent d'une part, des plantes efficaces dans les modeles
pharmacologiques et d'autre part seraient quasiment dépourvues de toxicité (Gurib-Fakim,

2006).

Selon I'organisation mondiale de la Santé (OMS), environ 65-80% de la population
mondiale dans les pays en développement, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la
médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour

leurs soins de santé primaire (Calixto, 2005).

Un grand nombre de plante médicinales et aromatiques et des plantes cultivées ou
spontanée possedent des propriétés biologiques trés intéressantes qui ont trouvé des

applications dans divers domaines (Hennebelle et al ., 2007).

Les propriétés biologiques qui caractérisent ces plantes médicinales sont dues au fait
qu'elles contiennent de nombreux composés actifs spécifiques au régne végétal connu sous le
nom de métabolites secondaires. Parmi les composés potentiellement intéressants les
polyphénols, qui ont été d'un grand intérét pour les scientifiques et les chercheurs car ils ont
des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et autres antibactériennes. Ces composés
distribués presque dans tous les parties de la plante et sa distribution est liée a des facteurs

génétiques et environnementales comme il citées par la littérature.

Les huiles essentielles fait aussi partie de groupe des métabolites secondaires et sont
bien connu pour leur propriétés biologiques qui attribués aux diversités des composés

chimiques qui les composent. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a étudier une
1



Introduction

plante médicinale, qui est Marrubium vulgare de a la famille des Lamiacées et qui est tres

utilisé dans I’antiquité a des fins thérapeutiques.

Cette ¢étude bibliographique a abordé 1’étude phytochimique des extraits
méthanoliques et de 1'huile essentielle des parties aériennes de M. vulgare, ainsi que 1’étude de

leurs activités biologiques.
Ce mémoire est structuré en 3 chapitres :

> Chapiter 1 : Une présentation générale sur la plante M. vulgare (description botanique
générale de I’espece étudiée, leur répartition géographique et leurs utilisations en

médecine traditionnelle).
> Chapiter 2 : Etude phytochimique de la plante qui consiste a :

» Extraction les composants bioactifs comme les polyphénols et les huiles
essentielles)

» Caractérisation et 1’analyse de différents composés actifs d’extrait
méthanolique et d’huile essentielle par CPG/SM et HPLC/UV

» médecine traditionnelle).

> Chapiter 3 : étude des activités biologiques de la plante.



Chapitre 1

Présentation de

Marrubium vulgare L.



Chapitre I Présentation de Marrubium vulgare

1.1.Genre Marrubium

Le genre Marrubium, communément appelé marronnier, appartient a la famille des
Lamiacées. Ce genre comporte quelque 40 especes, répandues principalement le long de la
méditerranée, les zones tempérées du continent eurasien et quelques pays d’Amérique Latine.
Il est utilisé comme source d'ardmes alimentaires et a des fins médicinales (Letchamo et al.,

1997 ; Meyre, 2005 ; Rigano, 2006).

En Algérie, on retrouve 6 especes différentes au sein de ce méme genre : Marrubium
vulgare, Marrubium supinum, Marrubium peregrinum, Marrubium alysson, Marrubium

alyssoide et Marrubium deserti de Noé: (Quezel et Santa, 1963).

1.2. Marrubium vulgare

1.2.1. Description botanique

M. vulgaire est une Arbuste, d’aspect blanchatre trés rameux, a poils laineux
appliqués, a feuilles petites en coin a la base et portant quelque dents au sommet, fleurs en
petites glomérules a 1’aisselle des paires de feuilles, corolle petite par apport au calice
tubuleux, celui-ci s’accroissant considérablement par sa partie supérieure en formant autour

du fruit une auréole membraneuse (Figure 01) (Ozenda, 2004).

Figure 01: Marrubium vulgare L. (Haratymand et Weryszko-Chmielewska, 2017).



Chapitre 1 Présentation de Marrubium vulgare

1.2.2. Systématique

Selon Judd et al., (2002) la position systématique de I’espece Marrubium vulgare est :

Reégne : Végétale
Embranchement : Angiosperme

Classe : Eudicotylédones
Sous-classe : Gamopétale

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Marrubium

Espéce : Marrubium vulgare L.

Nom vernaculaire algérien : Meriwet ; Francgais : Marrube blanc.
1.2.3. Aires de répartition

Le genre Marribium appartient a la famille des Lamiacées et comprend environ
75 especes répandues dans une grande partie du globe et notamment en Europe et en Asie.
On compte 50 espeéces sur le pourtour méditerranéen. En Algérie, sept especes sont

répertoriées (Zaabat et al., 2010).
1.2.4. Utilisation en médecine traditionnelle

Dans la région méditerranéenne, M. vulgare est fréquemment utilisée en médecine
traditionnelle pour soigner diverses maladies. La plante serait hypoglycémique (Roman
Ramos et al., 1992) (vasorelaxant, antihypertenseur (El-Bardai ef al., 2004), analgésique
(Souza et al., 1998), anti-inflammatoire (Sahpaz et al., 1996), activité antioxydante (weel et

al., 1999), antierdématogeéne(stulzer, 2006) et de nombreuses autres activités biologiques.

En Algérie, M. vulgare est utilisé en médecine populaire pour traiter plusieurs
maladies digestives, diarrhée, ainsi que le diabéte, les rhumatismes, la bronchite aigué ou

chronique, la toux, 1'asthme et d'autres infections respiratoires (Belhattab et al., 2006).
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Chapitre 11 Etude phytochimique de Marrubium vulgare

I1.1. Composés phénoliques

I1.1.1. Extraction (extrait méthanolique)
I1.1.1.1. Extractions par macération

L’extrait méthanolique du M. vulgare a été préparé selon une méthode précise. Une
quantité¢ (g) d’une partie de la plante est mise a macérer dans un volume (ml) de solvant
(méthanol) sous agitation pendant un temps défini, a ’ombre et a température ambiante.
L’extrait récupéré par filtration est soumis a une évaporation du méthanol dans un rotavapeur.
La solution obtenue est séchée pour obtenir une poudre qui est conservée a une température

jusqu’a son utilisation.
I1.1.2. Analyses chimiques

I1.1.2.1. Dosage des polyphenols totaux

Le dosage des polyphenols totaux est fondé sur la quantification de la concentration
totale de groupements hydroxyles présents dans 1'extrait. Le réactif de Folin-Cicalteu consiste
en une solution jaune acide (Ac) contenant un complexe polymérique d'ions (hétéro
polyacides). En milieu alcalin, le réactif de Folin-Cicalteu oxyde les phénols en ions
phénolates et réduit partiellement ses hétéro polyacides d'ou la formation d'un complexe bleu.
Les résultats sont exprimé et en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg

EAG/g E) (Daels, 1999).
I1.1.2 .2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode adaptée par
Zhishen et al., (1999). Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose absorbe dans le visible a 510 nm.

Les résultats sont exprimé et en mg d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg

EQ/gE)
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I1.1.2. 3. Résultats obtenus

Tout le contenu pénolique dans les trois extraits méthanolique examiné de la plante

utilisant le réactif de folin ciocalteau, et les résultats sont exprimés en mg EAG/g E.

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits varient entre 3,42 et 60.4 mg EAG/g E.
La concentration la plus €levée des phénols a été¢ mesurée dans 1’extrait méthanolique obtenu
par Yousefi ef al. (2016) avec un taux de 60.4mg EAG/g E, par rapport aux extraits obtenus
par Khaled — Khodja et al. (2014) et Ghedadba et al. (2014), ou nous enregistrons des
teneurs de I’ordre de 20.07 et 3,42 mg EAG/g E respectivement.

La concentration des flavonoides dans les trois extraits de la plante déterminé par le
chlorure d’aluminium avec la méthode spectrophotomeétrique et les valeurs obtenue sont
exprimés en mg EQ/g E. Les résultats présentés dans le Tableau 01 montrent que les teneurs
en flavonoides totaux varient considérablement entre les trois extraits méthanolique. L’extrait
méthanolique de Ghedadba et al. (2014) enregistre un maximum de flavonoides (18,0 mg
EQ/g E), suivi par I’extrait de Yousefi et al. (2016) qui renferme des teneurs plus faibles
(12.05mg EQ/g E). Tandis que la plus basse concentration des flavonoides a é€té mesurée dans

I’extrait de Khaled-Khodja (7.03 mg EQ/g E).

La différence des teneurs phénoliques et flavonoides entre les trois extraits
méthanolique de la plante peut étre li¢ au climat de la région ou a la méthode d’extraction
utilisée qui ne donne pas une composition quantitative complete des extraits (Beecher et al .,

2004).

Tableau 01: Contenu des polyphénols totaux et des flavonoides dans les extraits

méthanolique du M. vulgare.

Références Polyphénols totaux Flavonoides totaux
mg EAG/g E mg EQ/g E
Ghedadba ez al., 2014 3,42 £0,85 18,0 £ 0,75
Khaled-Khodja ef al., 2014 20.07 £ 0.44 7.03 £0.28
Yousefi et al., 2016 60.4 12.05
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I1.1.3. Caractérisation des polyphénols par HPLC/UV

I1.1.3.1.Principe de la technique

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) consiste a exploiter les
interactions des solutés avec deux phases 1’une mobile et I’autre stationnaire sous haute
pression. Lessolutés derniers sont séparés en fonction de plusieurs paramétres tels que
I’affinité¢ du soluté dans 1’éluant, la polarité ou la charge électrique. Apres leur séparation, les
solutés sont identifiés et dosés a I’aide d’un détecteur couplé a la colonne chromatographique

(Panaiva, 2006).

Le mode de fonctionnement de la HPLC est largement décrit. Ainsi, a un instant donné, le
mélange a séparer est injecté a I’entrée de la colonne, et se trouve entrainé par la phase
mobile. Les constituants du mélange sont ensuite recueillis et identifiés en fonction de leurs
vitesses d’adsorption et de désorption. La chromatographie aboutit a un tracé représentatif de
constituant (pic) en fonction de leur temps de rétention a la sortie de la colonne : c’est un

chromatogramme (Panaiva, 2006).

2.1.3.2. Principaux résultats

L’analyse qualitative par HPLC a permis deconstater la richesse des extraits
méthanoliques du M. vulgare en principes actifs, en particulier polyphénols et flavonoides. ;
Chaque extrait différe de ’autre par sa composition chimique dont la présence de I’acide
gallique, Quercétine et phénylpropanoides glycosides dans 1’extrait obtenu par Ghedadba et
al. (2014) ; Phenylethanoid glycoside Deacetylvitexlactone pour I’extrait obtenu par Amri et
al. (2017); et de P’acide chlrogénique ; Verbascoside (acteoside) ; Flavonoides concernant

I’extrait obtenu par Boudjelel et al., (2013).

Cette variété en composés phénolique des différents extraits méthanolique du plante
nous a permis de conclure que le méthanol a été recommandé et fréquemment employé pour
I'extraction des composés phénoliques (falleh et al., 2008) ainsi que la plante est riche
métabolite secondaire plus précisément en composé phénoliques qui ont des propriété

biologique important ce qui confirme leur utilisation pour des buts thérapeutique.
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Tableau 02 : Composition chimique en polyphénols des extraits méthanolique du M. vulgare.

Les polyphénole obtenus Références
Acide chlrogénique
Verbascoside (acteoside). Boudjelal et al., 2013

Flavonoides :(luteoline ;
apigenine ;crysoeriol ;

Ladanein).

Acide gallique,

Quercetine Ghedadba ef al., 2014
Quatre phénylpropanoi-des glycosides : le

forsythoside B, le balloté-troside ,

I’arénarioside et le verbascoside.

Phenylethanoid glycoside

Deacetylvitexlactone et Amri et al., 2017

L'acide chlorogénique a également été identifi€ comme faisant partie des principaux

composés phénoliques de M. vulgare (Boudjelal et al., 2013).

Ghedadba et al. (2014) ont identifi¢ l'acide gallique et la quercétine comme les

principaux composés présentent dans l'extrait de la partie aérienne de M. vulgare.

I1.2. Huiles essentielles

I1.2.1. Extraction par Hydrodistillation

La distillation a I’eau ou «hydrodistillation», est une méthode simple et la plus
anciennement utilisée pour I’extraction des huiles esseentielles. Le procédé consiste a
immerger la matiére premicre végétale dans un ballon lors d’une extraction au laboratoire ou
dans un alambic industriel rempli d'eau placé sur une source de chaleur (Figure 02).
L’ensemble est ensuite porté a ébullition sous une pression atmosphérique. La chaleur permet
I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales.

Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique. Les
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vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de 1’eau par
différence de densité. La distillation peut s’effectuer avec ou sans cohobage (recyclage de
I’eau de distillation a I’aide d’un siphon) des eaux aromatiques obtenues lors de la

décantation. Au laboratoire, le systeme équipé d’une cohobe, généralement utilisé pour

I’extraction des huiles essentielles, est le Clevenger (Bruneton, 1999).

Ll | \
Colonne distilation Condenseur

Cohobage

_Lr Huile essentielle
Phase aqueuse

Vase florentin

Réacteur (Ballon) ———

Matériel végétale

Plaque chauffante

Figure 02 : Schéma du procédé de la Hydrodistillation (Chenni, 2016).

11.2.2. Résultats d’extraction des huiles essentielles

Le tableau (03) présente quelques méthodes d’extraction des HE de M.vulgare, la partie

plante utilisées ainsi le rendement et les composés identifiées.
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Tableau 03 : Méthodes d’extraction des HE, partie utilisée et rendement.

Méthode Partie utilisée Rendement Références
d’extraction
Hydrodistillation Partie aérienne 0.06% Zawislak, 2015
(3h) clevenger (Pologne)
Hydrodistillation Partie aérienne 0.1% Asadipour et al., 2005
(4h) clevenger (Iran)
Hydrodistillation Feuilles 0.34% Bokaeian et al., 2014
(4h) clevenger (Iran)
Hydrodistillation Partie aérienne 0.05% Abadi et Hassani, 2013
(4h) clevenger (Algérie)
Hydrodistillation Partie aérienne 0.05% Belhattab et al., 2006
(3h) clevenger (Algérie)
Hydrodistillation Partie aérienne 0.02% Hamdaou et al., 2014
(2h) clevenger (Tunisie)
Hydrodistillation Partie aérienne 0.05% Kadri et al., 2011
(4h) clevenger (Tunisie)

I1.2.3. Analyse des huiles essentielles

Quelque soit le domaine d’utilisation des huiles essentielles (parfumerie, cosmétique,
industrie pharmaceutique et agroalimentaire), une parfaite connaissance de leur
compositionchimique est nécessaire. La chromatographie est le procéd¢ fréquemment utilisé
pour séparer les constituants des huiles essentielles. Elle se base sur les différences d'affinités
des substances a analyser al'égard de deux phases, I'une stationnaire ou fixe, I'autre mobile

(Leila, 2015).

Le principe de la CPG est basé sur la répartition des constituants a séparer entre deux

phases non miscibles : ’'une des deux est une phase stationnaire tandis que I’autre est une

10
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phase mobile qui passe a travers la phase stationnaire. Dans 1’analyse CPG, les composés a
analyser sont vaporisés, ensuite €¢lués par la phase mobile a travers la colonne. A la sortie de
la colonne, les analytes sont séparés dans le temps en fonction de leurs pressions relatives de
vapeur (volatilité¢) et de leurs affinités pour la phase stationnaire. Lorsque les analytes arrivent
au niveau du détecteur (détecteur a ionisation de flamme DIF), un signal est enregistré
générant un chromatogramme sous forme de pics qui sont caractéris€és par un temps de

rétention (Bouchonnet, 2009).

En outre, le potentiel de la CPG couplée a la SM est bien connu pour la détermination
des composés volatils contenus dans les huiles essentielles. Le procédé d’identification le plus
fréquent en GC/MS consiste a comparer les spectres de masse inconnus avec ceux contenus
dans la librairie SM de référence. Les indices de rétention en combinaison avec les
informations structurales fournies par la GC/MS (Figure 03) sont utilisés pour confirmer

I’identité des composés (Louiza, 2018).
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Figure 03 : GC-MS de I’huile essentielle de M.vulgare. (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).

Le tableau (04) présente la composition chimique (les composons majeures) de [’huile
essentielle de M. wvulgare issue de différentes régions géographiques. La composition

chimique est déterminée soit par GC/MS ou GC/FID.
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Tableau 04 : Composition chimique de 1’huile essentielle de M.vulgare.

Le pays Composés majeurs Références

e Germacrene D (23.85%)
e Bicyclogermacrene (20.06%)

Zawislak, 2012

e E-caryophyllene (44.54%)
e o-Humulene (5.79%)

Pologne e Germacrene D (27.18%)
e Bicyclogermacrene (9.45%) Zawislak, 2015
e Carvacrol (6.64%)
e O-Amorphene (8.18%)
e E-caryophellene (34.51%)
e Germacrene D (10.04%)
e [-Bisabolene (1.98%)
e Bicyclogermacrene (3.38%)
e Caryophellene oxide (18.67%) Asadipour et al., 2005
e Trans-caryophyllene (12.77%)

Iran e Germacrene D (10%)
e [-Bisabolene (0.77%)
e O-Eudesmol (11%)
e Citronellyl formate (10%)
e B-Citronellol (8%) Bokaeian et al., 2014
e Geranyl tiglate (7.1%)
e Geranyl formate (6.02%)
e Germacrene D (0.88%)
o 4.38,12,16-tetramethyl heptadecan-4-
olid (16.97)

e Germacrene D-4-0l (9.61) Abadi et Hassani, 2013

e a-Pinene (9.37)

Algérie

12
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e Germacrene D (0.3%)

e [-Caryophyllene (3.9%)
e [-Bisabolene (10.9%)

e (Carvacrol (0.7%)

e Eugenol (50.1%)

Belhattab ez al., 2006

e Germacrene D (2.4%)

e [(-Caryophyllene (7.8%)

e [-Bisabolene (28.3%)

e (E)-B-Farnesene (7.4%) Hamdaou et al., 2014
e lel,8-Cineol (4.8%)

Tunisie e Germacrene D (9.37%)
e [-Bisabolene (0.86%)
e y-Eudesmol (11.93%)

Kadri et al., 2011
e [-Citronellol (9.90%)
e Citronellyl formate (9.50%)
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Figure 04 : Structure chimique de quelques composés de 1’huile essentielle de
M. vulgare.

Le rendement et la composition d’huile essentielle de M. vulgare ne sont pas stable ; et

varient selon plusieurs facteurs tels que : les conditions génétiques et environnementales et

13
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d’autres facteurs sont liés aux conditions expérimentales (méthodes d’extractions) (Franz et

Novak, 2010 ; Mohammad, 2016 ; Kezazi et al., 2017).

Selon (Letchamo et Mukhopadhyay, 1997) le contenu de I’huile essentielle était
faible et varié selon les différentes parties de la plante. Les feuilles contient la fraction la plus
grande (0.29%) ; les fleurs (0.10%) ; les tiges (0.01%), aucun huile essentielle n’a été trouvée
dans les graines. Plusieurs travaux ont révélé la dominance de E-caryophyllene, du
Germacrene D les huiles essentielles de marrube de différentes origines d’Iran (Zawislak,
2012 ; Zawislak, 2015). Bokaeian er al. (2014) ont trouvés que Caryophellene oxide
(18.67%), Trans-caryophyllene (12.77%), Germacrene D (10.04%) étaient des constituants

majeurs.

Les valeurs relativement bases peuvent étre dues a conditions de croissance chaude et

séche du nord et I’est de I’ Afrique (Miloudi ez al., 2018).

Les variations de composition chimique de 1’huile essentielle de M. vulgare peuvent
étre attribuées a différents facteurs environnementaux. Tandis que, I’huile essentielle est un
produit métabolique de cellules végétales, et sa composition quantitative et qualitative peut
étre influencée par les conditions climatiques (notamment le type de climat, 1’altitude, le
taux d’exposition au soleil) le type de sol, le stade de croissance de la plante en question, le

moment de la récolte et la méthode d’extraction (Béjaoui ef al., 2013a).

Au sein d’une méme espece la composition chimique de I’huile essentielle peut étre
différente : on parle alors de races chimiques ou de chémotypes. Il s’agit d’un polymorphisme
chimique : une espéce peut étre homogene au niveau de son caryotype et produire des huiles

essentielles decompositions différentes. ((Bedi et al., 2001)

Toutes les étapes de traitement allant de la récolte de la matiére premicre végétale au
stockage de I’huile essentielle peuvent également induire des variations dans la concentration
des composés ou méme I’apparition de nouvelles molécules. Tandis que la présence ou
I'absence d'un constituant chimique a tout stade de croissance est exclusivement déterminée
par le patrimoine génétique de la plante, sa concentration est régie a la fois par la génétique et

des facteurs environnementaux. (Deschepper, 2017)
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Espéce radicalaire

Chapitre 111 Activités biologiques de Marrbium vulgare

III.1. Activité antioxydante

III.1.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif /nitrosatif di a un déséquilibre entre la formation de ROS/RNS et la
capacité altérée d’un organisme a détoxifier ces intermédiaires ou a réparer les dommages

qu’ils causent (Poprac et al., 2017).

II1.1.2. Un radical libre (RL)

Est une espece chimique possédant, sur sa couche externe, un ou plusieurs électrons
célibataires, cet électron lui confére une certain instabilité et haute réactivité¢ (Ortiz et al.,

2013).

IT1.1.3. Les espeéces réactives de I’oxygéne

Les especes réactives sont des especes chimiques oxygénées telles que les radicaux
libres provenant de 1’O, (ERO), alors que les espéces réactives de 1’azote (ERN) sont
considérés comme une sous-classe des ERO (Tableau 05) ; et sont générés de la réaction de

I’oxygene avec 1’azote (Ye et al., 2015).

Tableau 05 : Les especes réactives radicalaires et non radicalaires.

ERO /ERA Symbole Propriétés

chimique
Les O2¢ sont considérés comme des ROS primaires .Il résulte d’une
L’anion 02+ reduction électronique de O2 par diverses oxydases telles que la NADPH
superoxyde oxydase ; la XO .1l peut également se former dans la chaine du transport
d’électron mitochondrial (Lanciano et al., 2013)
Le radical L’espéce radicalaire la plus réactive de I'oxygeéne, a une demi-vie
hydroxyle OHe extrémement courte, capable de réagir trés rapidement avec la plupart des
biomolécules (Bartosz, 2003).
Monoxyde Synthétisé dans les cellules endothéliales a partir de I’arginine et 1’02 gréace
d’azote (oxyde a I’action d’enzymes NO synthase. Il peut réagir avec la plupart des especes
nitrique) NO- oxygénées et se transformer en dioxyde d’azote (NO2) (Lismont et al.,
2015).
] Généralement issus de I’action des radicaux hydroxyles sur les substrats
Radicaux . . , , . .\
biologiques par arrachement d’atome d’hydrogéne ou addition sur les
alkyles Re

doubles liaisons (Delattre et al., 2005).
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Radicaux ROO- Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issus de 1’addition de
peroxyl I’oxygéne sur les radicaux centré sur le carbone Re (Delattre et al.,2005).

L’oxygene 0 Oxygene avec des spins antiparalléles. Produit a des pressions importantes
singulet 2 en oxygene sous 1’effet de I’absorption des rayons UV (Chu et al., 2010).
Le peroxyde formé a la dismutation de O2e- par le superoxyde dismutase. En présence de
d’hydrogéne H,0; métaux de transition (fer et cuivre), I’H,O, donne naissance via la réaction

de Fenton a un radical hydroxyle HO+ hautement réactif (Birben et al.,
2012).
Acide Produit dans les neutrophiles, sa toxicité s’effectuer a travers des réactions

hypochlorique HOCL

d’halogénations et d’oxydations (Chu et al., 2010)

Peroxynitrite

Un composé extrémement réactif et toxique, responsable de 1’oxydation de

ONOO- nombreuses biomolécule (Lismont et al., 2015).

II1.1.4. Sources des radicaux libres

La production de radicaux libres peut étre d’origine endogéne ou exogeéne ou

résulterd’activités enzymatiques ou non enzymatiques :

I11.1.4.1. Les sources endogénes

a. La mitochondrie

La chaine respiratoire mitochondriale (Figure 05) est responsable de la production de

90% des ROS dans la cellule (Balaban et al., 2005). La production d’OFrésulte de la fuite

d’¢électrons lors de leur transfert par les complexes de la chaine respiratoire (Zhang et

Gutterman, 2007).
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b. La xanthine oxydase

Dans les conditions physiologiques, la xanthine oxydase (XO) catalyse
I’hydroxylation oxydative de I’hypoxanthine en xanthine puis la xanthine en acide urique en
produisant ’anion superoxyde (Chan, 2003). La XO joue un role crucial dans la génération

de I’Oy- et du H,O,. (Rahman et al., 2006).

c. La NADPH oxydase

Les NADPH oxydases comprennent une famille de protéines capables de transférer
des ¢électrons du NADPH a travers les membranes cellulaires ; les électrons réagissent avec O,

générant O™, et accompagnant d’autres ROS en aval (Figure 06) (Hansen et al., 2018).
d. Peroxysomes

Les peroxysomes sont 1’'un des principaux sites de production intracellulaire de H,O,; car ils
contiennent de nombreuses enzymes produisant H;O,. (Del Rio & Lopez-Huertas, 2016). Il
a été démontré que les peroxysomes produisent également O™, et NO'a la suite de leur

métabolisme normal (Figure 06) (Lismont et al., 2015).

I NADPH oxydase i
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%OD
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H.O Peroxysome

catalase

Chaine de transport H20, —» HO0+1/20;
mitochondriale

Mn-SOD
.-
O — > H0>

Membrane de la cellule

Figure 06. Sources endogénes des especes réactives oxygénées

(Bonnefont-Rousselot et al., 2002).
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I11.1.4.2. Les sources exogénes

En plus des sources endogenes, il existe des sources exogenes liées le plus souvent a
une mauvaise hygiéne de vie. Parmi ces sources exogeénes, on peut citer le tabagisme, 1’alcool
ou la consommation d’huiles oxydées ainsi que des agents physiques tels que les UV, la

chaleur ou certains polluants (Riché, 2008).
I11.1.5. Les principales cibles des ROS

La production excessive de radicaux libres provoque des Iésions directes de molécules
biologiques ; oxydation de 'ADN, des protéines, des lipides, des glucides (Figure 07, 08, 09)
(Favier, 2003).

I1.1.5.1. Acide désoxyribonucléique (ADN)

L’ADN est une cible privilégiée pour les ERO. La guanine, par exemple, peut réagir
avec *OH pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier
avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine (Figure 07) ; entrainant des mutations au sein de
I’ADN et conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le

déclenchement du cancer et le vieillissement (Haleng et al., 2007).
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Figure 07: Lésions de ’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des cellules
(Favier, 2003).
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I11.1.5.2. Les protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ERO. Les
plus réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine (Figure
08) .Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus
avec, pour conséquences, 1’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines
peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont
irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non-
reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activit¢ enzymatique) (Haleng et al.,

2007).
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Figure 08 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des
protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003).

II1.1.5.3. Les lipides

Les lipides sont la cible privilégiée des ERO : le radical hydroxyle instable réagit avec
les lipides constitués d’acides gras polyinsaturés pour former un radical peroxyle (ROOv),
suffisamment réactif pour déclencher une réaction en chaine sur les acides gras voisins : c’est
la lipo-peroxydation des membranes cellulaires. Il en résulte une altération de la fluidité
membranaire qui conduit inévitablement a la mort cellulaire. Cette réaction provoque aussi la
dissociation des lipoprotéines a faible densité du sang et provoque un dépot de lipides oxydés

dans les vaisseaux sanguins ou athérosclérose (Tsimikas et al., 2005).

II1.1.5.4. Les glucides

Les ERO attaquent les mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du
cartilage. Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en
présence de traces métalliques, en libérant descétoaldéhydes, H,O, et OHe, qui entraineront la
coupure de protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde, formant un dérivé
AGE Advanced glycation End-product) (produit terminaux de glycation PTG (AGE) (Favier,
2003).
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Figure 09 : Les différentes cibles des Espéces Réactives de 1’Oxygéne.
(Monteil et al, 2004)

I11.1.6. Le systeme de défenses antioxydants

II1.1.6.1. Antioxydants enzymatiques

L’organisme se défend contre les radicaux en synthétisant des enzymes (Tableau 06)

qui les neutralisent (Vincent et al, 2004).

Tableau 06 : Systeme antioxydant enzymatique.

Enzyme Mode d’action
Superoxyde dismutases Assurant 1’élimination de 1’0,” par une réaction de dismutation en le
(SOD) : EC1.15.1.1 transformant en H,O; et en O (Fukai et Ushio-Fukai 2011).

Enzyme qui peut réduire le H,O, en eau. Elles permettent de limiter
la propagation des réactions radicalaires en chaine (Brigelius-Flohé
et Maiorino 2013).

Glutathion peroxydase
(GPxs) : EC1.11.1.19

Enzyme responsable de la détoxification du H,O,. La réaction
Catalase : EC1.11.1.6 catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde
d’hydrogene (Asmat et al. 2015).

La TrxR intervient dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du
La thiorédoxine

réductase : EC1.8.1.9 peroxyde d’hydrogene, ainsi que dans la régénération du radical

ascorbyl en acide ascorbique (Haleng et al., 2007)
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I11.1.6.2. Antioxydants non enzymatiques

La classe des antioxydants non enzymatiques regroupe des composés endogenes de
faible poids moléculaire qui peuvent étre soit des produit de synthese (glutathion) ou issus du
métabolisme cellulaire (acide urique) (Kohen et Nyska, 2002). Des protéines telles que la
ferritine, la ceruloplasmine et [’albumine contribuent a leur tour dans la défense
antioxydante secondaire en chélatant les métaux de transition permettant de prévenir la

formation du radical hydroxyle (Martinez-Cayuela, 1995).
I11.1.6.3. Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques tel que le butylhydroxyanisole (BHA),
butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ) sont
largement utilisés dans 1’industrie alimentaire parce qu’ils sont efficaces et moins chers que
les antioxydants naturels. Cependant, il a ét¢é montré que ces antioxydants de synthése

pouvaient étre toxiques (Yu et al., 2000).
I11.1.6.4. Les antioxydants d’origine végétale

Plusieurs plantes utilisées en médecine traditionnelle sont douées de propriétés
antioxydantes remarquables. Les fruits et les légumes contiennent une grande

variétéd’antioxydants (Defraigneet Pincemail, 2008) comme :

o La vitamine C (acide ascorbique) : Ses propriétés antioxydants sont attribuées a sa
capacité d’étre réduit en radical ascorbyle apres la perte d’un électron ou d’un proton (Valko
et al., 2006). la Vit C peut empécher I’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL)
produites par divers systemes générateurs des ROS (Limbach et Guilland, 2007).

o Les caroténoides ; Ce sont des pigments liposolubles jaunes, orangée a rouge,
synthétisé€s par les plantes et les microorganismes. Les caroténoides sont capables d’inactiver
1’0, et les RLs en neutralisant 1’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou

ions stables (Tanumihardjo, 2013).

. la vitamine E ; Elle est considérée comme le principal antioxydant attaché a la
membrane utilisé par la cellule pour inhiber la peroxydation lipidique (Valko et al., 2006).
Durant la réaction antioxydante, I’a-tocophérol connu comme inhibiteur de la propagation de
la peroxydation lipidique, céde son hydrogene situé dans le noyau phénolique, réduisant ainsi

le radical RO« (Singh et al., 2005).
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. Les polyphénols : sont des métabolites secondaires ont des propriétés antioxydantes,
et en particulier la classe des flavonoides qui peuvent agir de différentes fagons dans les
processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des RLs, par chélation de

métaux de transition comme ou par inhibition de I’activité de la XO (Li et al., 2014).

I11.1.7. Role physiologique des ROS

Dans des conditions normales, les ROS sont générées en faible quantité et jouent un
role de messagers secondaires capables de réguler le phénomeéne de I’apoptose ou d’activer

les facteurs de transcription (Haleng et al., 2007).

Les ROS jouent aussi un role important dans les mécanismes de défense

antimicrobienne incorporé par les macrophages et les neutrophiles (Slauch, 2011).

Le NO' joue un role dans plusieurs processus physiologiques tels que la protection
cardiaque, la régulation de la pression artérielle, la neurotransmission (Holmstréom et Finkel,

2014).

II1.1.8. Stress oxydatif et maladies

Le déséquilibre entre les especes oxydantes et le systeéme de défense antioxydant peut
déclencher des facteurs spécifiques responsables des dommages oxydatifs dans la cellule: la
sur-expression des génes oncogénes, génération des composés mutageénes, la prolifération
incontrdlée des cellules et 1’invasion tumorale. Cela conduit a la création et la progression du
cancer (Saito et al., 2015). En plus, les ERO peuvent aggraver les 1ésions cérébrales, ce qui
conduit a une neurodégénérescence et des troubles neuropsychiatriques (Bordt et Polster,
2014 ; Moniczewski et al., 2015). D’autre part, les ERO provoquent une promotion de
I’activité athérogene et ’apparition de I’inflammation, donc ils sont des éléments importants
dans les maladies cardiovasculaires comme 1’athérosclérose, I’hypertension et I’insuffisance
cardiaque, qui ont relation avec d’autres maladies telles que le diabete et les maladies rénales

(Pisoschi et Pop, 2015).

II1.1.9. Tests antioxydants

I11.1.9.1. Test DPPH

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle fut 1'un des premiers radicaux

libres utilise pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composes phénoliques
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Il posséde un électron non apparie sur un atome du pont, d'azote (Figure 10) (Blois, 1958;

Brand-Williams et al., 1995 ; Popovici et al., 2009).

i & o

NO,

Figure 10: Structure chimique du radical libre DPPH (Popovici et al., 2009).

La réduction du radical libre DPPH (2,2'-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de
'absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants (Molyneux, 2004). En présence des
piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se
réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Figure 11) (Maataoui et
al., 2006).

| )
+ Antioxvdant-OH " + Antioxydant-O*

DPPH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure 11 : Réaction de test DPPH (Congo, 2012).
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111.1.9.1.1. Résultats obtenue

Tableau 07 : Résultats de test DPPH des extraits méthanolique et des huiles essentielles de

M. vulgare.

IC 50 Partie utilisé Références
1,5 pg/ml
Quercétine Partie arienne Ghedadba et al., 2014
0.81 pg/ml

Extrait 0.522 +£0.001

méthanolique . BHAE/g powder)  Feuilles Khaled Khodja et al., 2014
35+0.01
BHT 30+ 0.01 Feuilles Aouadhi et al., 2014
153.84pg/ml Partie aérienne Abadi et al, 2013

Huiles BHT 35 pg/ml

essentielle
99 ng/ml
BHT 17.36 Partie aérienne Tab et Zatla, 2017

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques et des huiles essentielle du
M. vulgare a été évaluée par ’activité inhibitrice sur la solution méthanolique du DPPH ;
d’apres le tableau 7 les IC50 a été déterminé ; et selon Kadri ef al. (2011) une valeur plus
faible de I’IC50 (la concentration du substrat qui cause une inhibition de 50 % de 1’activité de

DPPH) indique une activité antioxydante plus élevée.

L’évaluation quantitative de [Dactivité¢ antiradicalaire a prouvé que I'extrait
méthanolique est plus actif (IC50 = 1,5 pg/ml) ; en comparant avec la quercétine (utilisée
comme témoin) qui a montré une activité approximativement équivalente (IC50 = 0,81 pg/ml)
(, ce qui indique la présence de composés efficaces dans la composition biochimique de la
plante qui ont une capacité ¢levée dans la réduction du DPPH. Ces composés sont caractérisés

par une polarité élevée et sont identifiés par (HPLC) dans I’extrait méthanolique de la plante ;
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parmi eux on a les phénylpropanoides glycoside; I’acide gallique; et la quercétine

(Ghedadba et al., 2014).

Les résultats sont en accord avec ceux de Pukalskas et al. (2012) qui ont prouvé que
I’extrait méthanolique de M. vulgare de Pologne s’est avéré pour montrer 1’activité

antioxydante remarquable dans le balayage de radical DPPH (IC50 = 1,15 pg/ml).

Khaled-Khodja ez al. (2014) a exprimé 1’activité de piégeage des radicaux DPPH en
équivalent de BHA ; I’extrait méthanolique du M. vulgare a montré une faible capacité
antioxydante par rapport aux autres plantes de méme famille avec (IC50=0.522 mg / mL) en

comparant avec BHA (IC50=0.041 mg / mL).

Ces résultats ont été confirmé par les teneurs phénoliques et flavonoides de 1’extrait
méthanolique du M .vulgare qui sont faible par rapport au celles des extraits des autres
plantes, ceci ne montre pas que I’extrait du M.vulgare n’a pas une activités de piégée le
radical DPPH parce que en comparaison avec autres recherches (Pukalskas et al., 2012) et

dans ce test I’extrait de la plante a une capacité antiradicalaire élevée.

L’évaluation de ’activité antiradicalaire de I’extrait méthanolique de M. vulgare par le
tests DPPH montre une activité antioxydant plus importante avec (IC50=35ug/ml) proche de
control positive (BHT= 30ug/ml), ce résultat due a la présence de certains composé
phénoliques qui ont des propriétés de pic¢geage des radicaux libres grace a la présence des
groupements hydroxyles donneurs des atomes d’hydrogéne et par conséquent empéchent

d'autres composés d'étre oxydé (Aouadhi et al., 2014).

L’activité antioxydante des huiles essentielles est évaluée largement par le radical
DPPH qui est diminué¢ en présence d’un donneur d’hydrogéne. Les résultats illustrés dans le
tableau 7 indiquent que l'huile essentielle de M. vulgare présentait une activité antioxydante
modére avec une valeur d’IC50 de 153,84 ng/ml par rapport a celle de l'antioxydant
synthétique (BHT=35 pg/ml). Ces résultats indiquent que 1’huile essentielle de la plante riche
en composé chimique tel que Tetramethyl heptadecan-4-olid Germacrene D-4-ol , a- pinene
qui sont identifi¢ par GC-MS et qui ont des capacités antioxydant faibles par rapport au

composée phénoliques (Abadi et al., 2013).

D’apres les résultats de cette étude de (Tabet Zatla, 2017) on remarque que L’activité
anti-oxydante de 1’huile de M. vulgare était presque 6 fois inférieure au témoin le BHT avec

(IC50=99ug/ml ; BHT=17.36 pg/ml).
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Cet effet anti-radicalaire des huiles essentielles sur le DPPHe est di a leur capacité
donatrice d’un atome d’hydrogeéne, donc a partir de ce test on constate que la structure
chimiques des huiles essentielles du M. vulgare n’avait pas une grande capacité donatrice

d’hydrogene et par conséquent un effet antiradicalaire faible a ét¢ enregistré (Conforti, 2006)
I11.1.9.2. Test B caroténe

Le potentiel antioxydant d’un extrait végétal peut étre évalué par la détermination de
la capacité d’inhibition de I’oxydation du B-caroténe. Dans ce teste, I’oxydation de 1’acide
linoléique produit des radicaux peroxydes qui attaque les onze doubles liaisons du B-caroténe,
ce qui entraine une décoloration de cette derniére mesuré spéctrophotométriquement a 470
nm. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés
de I’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchiment du B-caroténe (Kubola et

Siriamornpun, 2008).

I11.1.9.2.1. Résultats obtenus

Tableau 08 : Résultats de test de blanchiment du B-caroténe des extraits méthanoliques et

huiles essentielles du M. vulgare.

AAR (%) IC50 BHT Références
(ng/mL) (ng/mL)
Extrait 63,77 / / Ghedadba et al., 2014
méthanolique
Huile essentielle / 149 0.6 Tabet Zatla, 2017
o tocopherol 100

Les activités inhibitrices de peroxydation des lipides par les polyphénols et les
flavonoides ont été évaluées par 1’essai du blanchiment du B-caroténe qui est fondé sur la
perte de la couleur jaune de B-caroténe due a sa réaction aux radicaux qui sont constitués par
oxydation d’acide linoléique dans une émulsion. Cette méthode est employée couramment
parce que le B-caroténe montre une activité biologique forte et est un composé physiologique
important (kadri ef al., 2011). Les résultats de blanchiment du B-caroténe (Tableau 8) ont

indiqué que I’activité de I’extrait méthanolique du M.vulgare est plus élevée (dans le systéme
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de modele a I’acide linoléique) avec (AAR = 63,77 %) proche de celle du standard utilisé (o-
tocophérol (AAR=100%). (Ghedadba et al., 2014). Ces résultats sont en accord avec les
résultats de plusieurs groupes de recherche, qui ont rapporté une corrélation positive entre tout
le contenu phénolique et I’activité antioxydante (Pukalskas, 2012), ainsi ils ont indiqué que
le coefficient le plus élevé de Dactivité antioxydante du M. vulgare dans le systeme de

blanchiment du p-caroténe est apporté par I’extrait méthanol-eau du marrube.

L’activité antioxydante des huiles essentielles de M. vulgare a été évaluée par la
méthode de blanchiment du B caroténe. Les résultats de Tableau 8 indiquant que HEs du M.
Vulgare ont une faible capacité inhibitrice de formation des radicaux libre de 1’acide
linoléique avec IC50=149 pg/ml par rapport au contrdle positif qui été utilisé dans ce test le
BHT=0.6 pg/ml, cette activité peut-étre due a la composition chimique des huiles essentielle
qui n’avait pas une capacité¢ suffisante pour inhiber la peroxydation de 1’acide linoléique

(Tabet Zatla, 2017).

I11.1.9. 3. Effet scavenger de peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d'hydrogene est un dérivé non-radicalaire d'oxygene et considéré comme
toxique pour les cellules car il permet la formation des radicaux hydroxyles a l'intérieur de la

cellule (Shrinivas et al., 2011).

Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du

peroxyde d'hydrogene est basée sur I'absorption de cette molécule dans le domaine de 'UV.

La diminution de la concentration de H,O, par les composés piégeurs provoque la
diinution de la valeur d’absorbonce de ce dernier a 230mm. Néanmoins les échantillons
absorbent également a cette longueur d'onde, exigeant ainsi I'exécution d'une mesure blanche

(Malgalhaes et al., 2008).
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I11.1.9.3.1. Résultats obtenus

Tableau 09 : Effet scavenger de peroxyde d’hydrogene par des extraits méthanoliques de

M. vulgare.
% d’inhibition Référence
Extrait méthanolique 18.81 +0.37
Acide ascorbique 60.46 +2.14 Khaled-Khodja et al., 2014

L’effet de pié¢geage de peroxyde d’hydrogéne d’un antioxydant est montré par sa

capacité donatrice des électrons et I’inhibition de formation du radical hydroxyle.

Dans cette étude nous avons remarqué que l’extrait méthanolique du M. vulgare
capable de piégée le peroxyde d’hydrogene avec un pourcentage d’inhibition 18,81%; en
comparant cet résultat avec celle de 1’acide ascorbique qui avait un pourcentage 60 ,46%

(Tableau 09) (Khaled-Khodja et al., 2014).

II1.2. Activité antimicrobienne

Le terme "agent antimicrobien" désigne toute substance utilisée pour détruire les
micro-organismes ou empécher leur croissance. Les agents antimicrobiens sont utilisés depuis

des décennies pour traiter les maladies transmissibles et prévenir les infections (CCE, 2001).

La méthode de diffusion sur disques en milieu gélosé est utilisée pour la détermination
de DPactivité¢ antibactérienne des extraits et des huiles de la plante. Les disques de papier
imprégnés avec une concentration déterminée d’agent antimicrobien sont déposés a la surface
d’un milieu de culture standardisé préalablement ensemencé avec un inoculum calibré d’une
culture pure de la bactérie a tester. Aprés incubation, les boites de Pétri sont examinées et les
diametres des zones d’inhibition entourant les disques sont mesurés et comparés aux valeurs
critiques des différents agents antimicrobiens testés, afin de déterminer la catégorisation
clinique (résistant, intermédiaire, sensible). Le diamétre de la zone d’inhibition est

proportionnel a la sensibilité de la bactérie testée.
IT1.2.1. Activité antibactérienne

L’activite antibactérienne de de la plante médicinale M. vulgare a ete évaluée par la

méthode de diffusion sur disques en milieu gélose.
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Le tableau 10 est présenté les différentes résultats de 1’activité antibactérienne.

Tableau 10 : Résultats de I’activité antibactérienne de différents extraits de M. vulgare.

Type d’extrait Souches bactériennes Zone d’inhibition Références
(mm)
Extrait méthanolique Staphylococcus aureus 16 £0.7
Pseudomonas aeruginosa 0901 Boudjelal, 2013
12+0.3
Escherichia coli (Algeric)
Extrait flavonoidique Escherichia coli 38 +2,003
Klebsiella pneumoniae 38 £1,014 Djahra, 2014
Staphylococcus aureus 00 +00 (Algérie)
Extrait tannique Escherichia coli 40 +0,577
Klebsiella pneumoniae 34 £2,466 Djahra. 2014
Staphylococcus aureus 20 +£2,291 (Algérie)
Huiles essentielles Escherichia coli 00 +00
Botrytis cinerea 00 +00
Klebsiella pneumoniae 00 +00 Zarai et al., 2011
Staphylococcus aureus 12.0£0.5 (Tunisie)
Micrococcus luteus 120+0.5

I11.2.2. Activité antifongique

L’activité antifongique des extraits et des huiles essentielles de M. vulgare a été¢ évalué a

travers des différentes souches fongiques.

Les résultats des tests sont présentés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Résultats de 1’activité antifongique de différents extraits de M. vulgare.

Type d’extrait Souches fongiques Zone d’inhibition Références
(mm)
Extrait Aspergillus flavus 14+0.5 Zarai et al., 2011
méthanolique ..
Aspergillus niger 161 (Tunisie)
Huiles essentielles Botrytis cinerea 126 £0.5 Chedia et al., 2014
Fusarium solani 6.9+0.5 (Algérie)
Penicillium digitatum 6.6+0.4
Aspergillus niger 6.4+0.0
Extrait tannique Candida albicans 13 £0,23 Djahra, 2014
Candida parapsilosis 29 +0,41 (Algérie)
Cryptococcus neoformans 22 +0,30

L'action antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits se déroule en trois
phases: (I) attaque de la paroi bactérienne par les extraits, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires; (II) acidification de l'intérieur de la
cellule, bloquant la production de I'énergie cellulaire et la synthése des composants de
structure; (III) destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie. (Chedia

et al., 2014).

D’apres les résultats obtenus dans 1’étude de Djahara et al. (2014), les extraits de la
plante étudiée présentent un effet inhibiteur vis-a-vis les souches bactériennes examinées mais
le pouvoir inhibiteur est plus ou moins important selon le type de souche. Les tanins et les
flavonoides exercent un effet bactériostatique sur les trois souches. Cependant ; I’extrait
tannique est présente un fort pouvoir inhibiteur vis-a-vis E. coli 12 et S. aueuse ; par ailleurs
K. pneumoniae semblent étre trés sensible a I’extrait flavonoidique et S.aureus elle semble
trés résistante a ce dernier. Des résultats similaires ont été obtenus par Ulukanli et Akkaya,

(2011).
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Selon Doss et al. (2009) les tanins exercent un effet bactériostatique sur différentes

souches et notamment E.coli et S. aureus et P. aeruginosa.

Les résultats présentés dans 1’é¢tude de Zarai et al. (2011) montrées que les bactéries
de gram (+) :(S. aureus et M. luteus) sont plus sensibles a 1’huiles essentielles de la plante
¢tudiées tandis que aucun activité antibactérienne d’huiles essentielles testées contre les
souches de gram(-) ; cela était confirmée par Lopez et al. (2005) et Celyanet Fung, (2004)
sur d’autres épices et herbes. Zhao et al. (2001) expliquant que la résistance des souches gram
(-) a les huiles essentielles pourraient étre attribuées a la présence d’une membrane externe
entourant la paroi cellulaire qui restreint la diffusion des composés hydrophobes a travers son
revétement lipopolysacharide. L’absence de cette barricre dans les souches de gram (+)
permet le contacte directe des constituants hydrophobes aves la bicouche phospholipidique de
la membrane cellulaire ; ce qui induit soit a I’augmentation de la perméabilité aux ions et des
fuites aux nivaux des constituants intracellulaires; soit une altération des systémes

enzymatiques bactériennes.

Une étude réalisée par Boudjelal ez al. (2013) sur ’extrait phénolique de M.vulgare a
montré I’efficacité de cet extrait en tant que inhibiteur de la croissance bactérienne de sorte
que son efficacité est supérieur contre les bactéries de gram (+); ce qui a été constaté aussi par

Al-Bakri et Affi. (2007).

Les travaux antérieurs de Sarker et al. (2005), montrent également que 1’effet d’un
extrait est probablement due a la synergie entre le nombre de composants, qui, lorsqu’ils sont
séparés deviennent inactifs individuellement.Ceci est interprété par le fait que les plantes
produisent une variété énorme de petites molécules antibiotiques ayant un large spectre de
structures telles que les térpénoides, les glycostéroides, les flavonoides et les polyphénols

(Seidel, 2005).

Zarai et al. (2011) ont montrés que les deux souches fongique examiné (Aspergillus
flavus et Aspergillus niger) étaient sensible aux huiles essentielles issus de la plante étudiée,
les zones d’inhibition maximales ont été obtenus pour Botrytis cinerea. En se référant a la
littérature, D’activité antimicrobienne de I’huile essentielle testées peut étre lice a la
contribution du mélange entre le (g-eudesmol, b-citronellol, citronellyl formate et germacrene
D) et (camphene, borneol). (Kadri ef al., 2011) en plus germacrene-D est connu pour avoir

une activité antibactérienne et antifongique (Sahin, 2004).
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Chadia et al., (2014) ont montrés que ’extrait phénolique de M.vulgare est présente
une activité antimicrobienne importante vis-a-vis Aspergillus flavus et Aspergillus niger, par
contre Kanyonga et al. (2011) ont montré que 1’extrait de M.vulgare avait un effet plus faible

que celui observée dans cette étude.

Cette variabilité dans ’activité antimicrobienne peut étre di a la différance dans la
teneur en polyphénols et la méthode d’extraction ; la région de récolte ;la partie de la plante

utilisée ( la réparation des polyphénols) comme montré plusieurs auteurs (Zarai et al., 2011).

L’¢tude de Djahra, (2014) sur I’extrait tannique a montré la sensibilité des souches
fongiques examinées a ce dernier ; dont le potentiel antifongique est trés important pour
Candida parapsilosis et Crytococcus neofrmans (Sarac et Ugur, 2007; Khalili ef al ., 2009 ;
Kanyonga et al., 2011; Zarai et al., 2011)

Des études réalisées aussi par Djahra ef al. (2014) sur I’extrait flavonoidique sur les
mémes souches fongiques montre que 1’extrait tannique des feuilles de M.vulgare est plus

efficace que I’extrait flavonoidique avec des zones d’inhibition plus élevés.

Dans la littérature ; il a été indiquée que 1’activités antimicrobienne des extraits des
plantes dépendent de la nature et de la structure des composés phénoliques par leur groupe
hydroxyle, les composés phénoliques ont une capacité de se lier aux protéines des membranes

bactériennes pour former des complexes (Zongo et al., 2011 ; Cown, 1999).

Les tanins est recu plus d’attention di a leur large spectre et forte activité
antimicrobienne par rapport aux autre polyphénols a son capacité de supprimer un nombre de
facteurs de virulence microbienne telle que I’inhibition de la formation de biofilms, la
réduction de I’adhésion aux ligands de 1’hote et la neutralisation des toxines bactériennes ainsi

qu’a leur capacité d’établir une synergie avec certains antibiotiques (Daglia, 2011).

Plusieurs chercheures rapportent que les mono et sesqui-terpénoides sont les
principaux composants des huiles essentielles qui sont de nature phénolique (Oyedeji et
Afolayan, 2005) donc il est raisonnable de supposer que leur activité antimicrobienne pourrait

étre liée a I’abondance des composés phénoliques (Zarai, 2011).
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IT1.3. Activité antidiabétique

C’est le pouvoire des principes actifs des plantes a traité les troubles glucidiques
(Phyperglycémie) li¢ a un déficit d’insuline ou a une résistance anormale des tissus a cette
hormone. Cette étude est s’intéressent a la recherche des nouvelles substances d’origine

végétale pouvent avoire une effet antidiabétique.

Les rats ont été injectés par voie intra péritonéale avec du monohydrate d'Alloxane
(Sigma-Aldrich, USA) dissous dans I'eau saline stérile a une dose de 150 mg/kg de poids
corporel (Matteucci et al., 2008). Apres 3 jours, I’hyperglycémie a été confirmée en utilisant

un glucometre.
Pour ce faire, quatre lots de cinq rats chacun ont été constitués :

CS : contrdle sain ; DNT : Diabétiques non traités ; DTM : Diabétiques traités par 5 mg/kg de
glibenclamide ; DT 100 mg : Diabétiques traités par 100 mg/kg p.c. de plante ; DT 200 mg :
Diabétiques traités par 200 mg/kg p.c. de plante ; DT 300 mg : Diabétiques traités par 300
mg/kg p.c. de plante.

Les préparations (médicament, infusé et eau) sont données oralement aux rats des six groupes

deux fois par jour pendant 15 jours.

Le pourcentagede diminution de la glycémie est calculé de la maniére suivante :
% de diminution de la glycémie = [(glycémie finale — glycémie initiale) / glycémie initiale] x 100.
I11.3.1. Résultats obtenus

L'effet de différentes doses de I'extrait aqueux de Marrubium vulgaresur la

glycémiedes rats diabétiques est présenté dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Effet de I’extrait aqueux du Marrubium vulgare sur la glycémie (Boudjelal et
al., 2013).

Glycémie (mg / dl) % diminution
Lots /Dose (mg/kg) Nombre de jours glycémie
1 3 5 7 9 11 13
CS - 100,00 99,83 98,83 98,16 100,50 99,66 99,16 0,84
DNT - 301,33 345,17 398,00 414,83 445,17 472,33 484,33 (+) 60,73
DTM 5 379.8 3328 286,17 225,17 179,17 149,17 129,50 (-) 65,90
100 387,50 360,50 301,15 287,00 247,17 229,67 190,83 (-) 50,75
DT 200 320,17 283,00 211.00 171.33 13 1246 61,06
M. vulgare ’ ’ ’ 71,33 146,83 ,67 (-) 61,
300 381,00 360,67 288,00 198,33 163,50 155,33 142,67 (-) 62,55

Les résultats montrent que dans le groupe diabétique non traité, les taux de glucose
sont 3 a 4 fois plus ¢élevés que ceux du groupe contrdle sain. La diminution de taux du glucose
sanguin a été observé a partir du 5¢me jour apres le traitement des rats diabétiques tant pour
les doses 200 que 300 mg/kg p.c, aussi dans le groupe traité avec le médicament de référence,
le glibenclamide. Le traitement par 'extrait a la dose de 300 mg/kg p.c. a montré une baisse

plus efficace de la glycémie (- 62.5%) comparable aumédicament de référence (-65,90%).

Novaes et al., (2001) montrent 1’efficacité¢ de I’extrait aqueux du M. vulgare dans la
diminution du taux de glucose; ce qui confirme que cette plante médicinale peut &tre

considérée comme un puissant agent dans le traitement du diabéte.

D’apres Jarald er al. (2008), I’activité antidiabétique est attribuée a la richesse de
I’extrait aqueux du marrube en flavonoides et verbascosides connus pour leurs activités
antidiabétique et dont le mécanisme pourrait étre une stimulation de la sécrétion d'insuline par

les cellules béta des ilots et / ou I'inhibition du processus de dégradation de 1'insuline.
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I11.4. Activité hémostatique

L’hémostase est I’enssemble des phénomenes permettant I’arrét de 1’écoulement de
sang. L’activité hémostatique : c’est la capacité des substances naturelles a arréter le

saignement et sa capacité d’étre des alternatives natural aux médicaments chimiques

L’objectif global de ce test est d’évaluer in vitro 1’activité hémostatique des extraits

des feuilles de M. vulgare par la méthode de recalcification du plasma décalcifié.

Le choix d’étudier I’activité hémostatique sur 1’extrait aqueux de la plante M. vulgare
est motivé en raison de son utilisation déclarée en médecine traditionnelle par macération ou

décoction dans 1’eau.

Ce test a été effectué in vitro sur le plasma sanguin provenant d’une personne saine
adulte male (25 ans) avec I’extrait aqueux de la partie aérienne du Marrubium vulgareseon la

méthode décrite par Nabil et al., (2014).

Le principe de ce test consiste a mesurer le temps de coagulation d’un plasma

décalcifié apres recalcification (Brummel ez al., 2002).

Le sang est recueilli sur citrate de sodium. Le plasma est obtenu a partir du sang
centrifugé a 3600 tours par minute, pendant 10 minutes. A l'aide d'une micropipette des
volumes de 10 pl a 500 pl, I’extrait aqueux (100 mg/1ml) reparti a raison de 10ul, 50 ul, 100

ul, et 200 pl dans des tubes a essai pour chaque volume.

Un autre tube a essai vide a servi de témoin n'a regu aucune dose de I’extrait. Les tubes
sont maintenus au bain marie a 37° C.on a ajouté dans chaque tube 200 pl de plasma et 200 pl
de chlorure de calcium (CaCl,) a 0,025M ; aprés le chronometre a été déclenché deés la
pénétration du plasma dans le tube. Les observations ont commencés des toutes les 30
secondes au début, puis fréquemment par la suite, jusqu’a ce que I’on observe la prise en

masse du caillot, en notant le temps de coagulation pour les 2 tubes de chaque dose.

L'évaluation de la coagulation a été faite en penchant le tube sous un angle de 45° afin
de constater la présence ou non d'un coagula. Le test est positif si le temps de coagulation d'un

sang contenant un extrait est inférieur a celui du sang témoin.
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111.4.1. Résultats obtenus

L’effet de I’extrait des feuilles de Marrubium vulgare sur la coagulation sanguin est présenté

dans le tableau 13 :

Tableau 13 : Effet de I’extrait de M.vulgare sur la coagulation sanguin. Nabil ef al., (2014).

Volume de I’extrait (ul) Temps de coagulation (en second)
Plasma avec D’extrait Temoin
20 1.33 (93s)
50 1.22 (82s)
100 1.19 (79s) 1.51 (111s)
200 1.16 (76s)

Un volume de 20 pl, 50,100 et 200 pl successivement de I’extrait lyophilis¢ des feuilles
seéches de M. vulgare confere une diminution du temps de recalcification de plasma in vitro en
tube. C’est une diminution dose dépendante de cet extrait, donc 1’extrait de la plante étudice
accélere la coagulation du plasma. Ce résultat est une indication intéressante en faveur d’une
activité hémostatique et astringente de I’extrait aqueux de M. vulgare. 1l est important de
souligner ici que cette activité astringente favorise la vasoconstriction, ce qui est un parametre
important dans I'hémostase. Cette vasoconstriction est due a la présence de tanins dans cette
plante. Ces résultats sont semblables a ceux trouvés par (Aouissa, 2002). Ce dernier a
constaté que la propriété astringente est liée a la teneur des tanins dans les feuilles de

Mangifera indica.

Selon Bruneton (2009), les tanins ont un effet hémostatique et vasoconstricteur sur les
petits vaisseaux, ainsi que leur utilisation contre les varices et les hémorroides. Selon le méme
auteure les tanins utilisés par voie orale, sont vasoprotectrice; ils limitent la perte des liquides

et favorisent la régénération des tissus en cas de blessure ou de brilure superficielle.
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IIL.5. Activité antiulcéreuse

L’activité antuulcéreuse a été évalué selon la méthode décrite par (Schmeda-Hirschmann ez

al., 2005).

ITL.5.1. Protocol expérimental
e Ulcere induit par 1'é¢thanol / HCI

e Apres 12 h de a jeun, les souris ont été réparties au hasard en six groupes de six

animaux dans chaque groupe.

e Le premier groupe a recu 0,5 ml de véhicule (Solution aqueuse de Tween-80 a 1%), et

le deuxiéme groupe était traités avec de 'oméprazole (30 mg / kg).

e Les groupes restants a regu 25, 50 et 100 mg / kg d'extrait méthanolique de M.vulgare
et 25 mg / kg de marrubine.

e Tous les traitements étaient administrés par voie orale par gavage.

e Une heure aprés le traitement, tous les souris ont re¢u 0,5 ml d'un HCI 0,3 mol / 1/

¢thanol a 60%solution (éthanol / HCI) pour induire des ulceres gastriques.

e Une heure plus tard, les animaux ont été sacrifiés par luxation cervicale, et les

estomacs ont été enlevés et ouverts le long de la plus grande courbure.

e Les estomacs ont été doucement rincés a 1'eau pour retirer le contenu gastrique et les

caillots sanguins avant la numérisation.
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II1.5.2. Résultats obtenus

Tableau 14 : Effets de l'extrait méthanolique de M.vulgare, de la marrubiine et de

I'oméprazole sur 1’ulcere induit par I'éthanol chez la souris.

Traitement Dose Surface totale de la 1ésion Pourcentage de Index des lésions Ratio curatif

(mg/kg) (mm2) 2 sone de lésion ulcéreuses (%)
Control - 33.97+7.97 11.08 +£2.94 28.80£2.10 -
Omeprazole 30 413 £1.67%* 1.56 £ 0.56** 5.80 £2.57** 79.86 £ 0.59

25 21.35+5.25 5.78 £1.20 18.20 £2.57 36.81 +1.14
Extrait 50 11.90£3.40 4.14£1.15 14.60 + 3.07** 49.31+0.57

100 3.20 £ 0.76** 1.41 £0.16%* 7.40 £2.01** 74.31+0.91
Marrubiine 25 332+ 1.16%* 1.42 +0.58%* 11.00 + 2.38%** 44.44 £11.09

D’apres les résultats présenté dans le tableau 14 ; I’extrait méthanolique de M. vulgare
(50 et 100 mg/kg) et oméprazole (30 mg/kg) réduit significativement l'indice de 1€sion, le
total zone blessée et le pourcentage de zone blessée, par rapport a le groupe témoin. D'autre
part, le composé¢ principalisolée de la plante, la marrubiine diterpénique (25 mg/kg) réduit
considérablement tous les paramétres par rapport au groupe de controle. Ces résultats

indiquent que l'extrait est cytoprotecteur qui est corrélé avec la présence de marrubiine.
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Conclusion

La phytothérapie peut constituer une médecine alternative ou au moins comme un
complément a la pharmacie classique. La nécessité de trouver de nouvelles molécules reste

une priorité de santé publique.

L'objectif principal de cette présente recherche bibliographique consiste a 1'étude
de la composition chimique des huiles essentielles et des extraits de M. vulgare,
plante aromatique appartenant a la famille des Lamiacées, largement utilisées en médecine
traditionnelle et méme et de les valoriser par la suite par une étude de leurs activités

biologiques.

Les études ont montré la richesse de M. vulgare en composés bioactifs notamment
les polyphénols, flavonoides et les huiles essentielles. Ce qui justifie la grande utilité de

cette plante.

Les profils de différente techniques d’analyse (chromatographie,,,) révélé la
diversité de la composition chimique des huiles essentielles et d’extrait méthanolique de

M. vulgare.
L’evaluation de certaines activités biologiques de M. vulgare a révélé que :

e Les extraits et les huiles essentielle de cette plante possédent une activité
antioxydante en piégeant les radicaux libres.

e Les extraits les huiles essentielle de cette plante présenter une forte activité
antimicrobienne vis-a-vis les différente souches bactérienne et fongique testé.

o Les extraits de cette plante présenté aussi un pouvoir hypoglycémiante importante.

e Les extraits de Marrubium vulgare ont un effet hémostatique considérable.

e Le test de ’activité antiulcéreuse de I’extrait et de marrubine montré 1’efficacité de

ces derniers comme des antiulcéreuse.

Les résultats et les données de cette étude bibliographique sont importants mais il
sera intéressant de poursuivre ces recherches par d'autres études complémentaires afin
d'illustrer les mécanismes d’actions et les composés impliqués.dans les mécanismes
moléculaire pour facilite I’introduction de ces extraits dans 1’industrie pharmaceutique et

cosmétologique.
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