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Résumé

Dans cette étude, un extrait n-butanolique a été préparé a partir des feuilles de Marrubium vulgare par
extraction sélective dans un but de I’enrichir en polyphénols, et d’étudier in vitro son pouvoir antioxydant.
Les taux des polyphénols et des flavonoides exprimés par rapport au poids sec de 1’extrait préparé sont de
I’ordre de 161,51 +18,71 mg EAG/g et de 265,81 +29,49 mg EC/g respectivement. Le pouvoir antioxydant
de I’extrait évalué par un test de DPPH a donné une ICso égale a 28,45 ug/ml qui est 20 fois moins importante
que celle I’acide ascorbique (ICso=1, 41 pg/ml). Le test de FRAP a montré que notre extrait a la
concentration de 2,5 mg/ml a un pouvoir réducteur (DO=1,89 A=700) supérieur a celui de I’acide ascorbique
mesuré a la méme concentration (DO=1,54 A=700). A la lumiére de ces résultats M. vulgare d’Ain
Témouchent peut étre considérée comme une source importante de molécules antioxydantes qui nécessitent
d’étre mieux étudiées et exploitées.

Mots clés : Marrubium vulgare L., extrait n-butanolique, composés phénoliques, flavonoides, activité
antioxydante, DPPH, FRAP.

Summary

In this study, n-butanol extract was prepared from Marrubium vulgare leaves using selective extraction in
order to enriched it with polyphenols and to study in vitro its antioxidant capacity. The levels of polyphenols
and flavonoids expressed to the dried weight of the prepared extract are to the order of 161,51 +18,71 mg
EGA/g et de 265,81 £29,49 mg EC/g respectively. The antioxidant capacity of the extract evaluated with
DPPH test has given an ICs equal to 28,45 pg/ml which is 20 times less important than of ascorbic acid
(ICs0=1, 41 nug/ml). The FRAP test showed that our extract at the concentration of 2.5mg/ml has a reducing
power (DO=1,89 A=700) greater than the one of ascorbic acid evaluated at the same concentration (DO=1,54
A=700). In light of these results M. vulgare of Ain Témouchent could be considered as an important source
of antioxidant molecules which need to be more studied and explored.

Key words: Marrubium vulgare L., n-butanolic extract, phenolic compounds, flavonoids, antioxidant
activity, DPPH, FRAP.
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Introduction

Introduction
Les plantes médicinales représentent un patrimoine pour I’humanité, elles sont utilisées pour
soigner plusieurs maladies notamment dans les pays en voie de développement. De nombreux
travaux menés dans le domaine de 1’ethnopharmacologie ont montré I’efficacité de ces remeédes

naturels dans les différents modéles pharmacologiques et qu’ils sont quasiment dépourvus de

toxicité (Bouzid et al., 2017).

L’ Algérie est reconnue par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques, cependant,
la flore algérienne avec ses 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques, dont 15%
d’endémiques, reste trés peu explorée sur le plan phytochimique comme sur le plan
pharmacologique. C’est ainsi que beaucoup d’efforts sont nécessaires afin de valoriser ces

substances naturelles d’intérét thérapeutique (Bouzid et al., 2017).

Parmi les substances naturelles qui ont suscité 1’intérét des scientifiques, les polyphénols qui sont
des métabolites secondaires trouves dans les plantes et les champignons, et qui sont localisé dans
différentes parties, le fruit, la graine, la fleur, la tige et la racine. Ces molécules consommeées
protegent contre le stress oxydatif par leur propriété de piégeage des radicaux libres (Singh et al.,
2020).

Dans le présent travail, nous nous sommes intéresses a etudier un extrait enrichi en polyphénols de
Marrubium vulgare L une plante de la famille des Lamiacées utilisée en médecine traditionnelle
pour ses propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, antispasmodiques, anti-inflammatoires,
analgésiques, antihypertenseur et anticancéreuse (Lodhi et al.,201. Notre travail se divise en trois
principales parties :

La premiére partie est la synthése bibliographique qui comporte des informations sur le stress
oxydatif et l’activité antioxydante ainsi que les méthodes de son étude. La composition
phytochimique de M. vulgare et ses activités biologiques sont aussi développées.

La deuxiéme partie est une description du protocole expérimental qui comporte la préparation de
I’extrait enrichi en polyphénol a partir de la partie aérienne de M. vulgare, le dosage des
polyphénols et des flavonoides et I’évaluation de I’activité antioxydante par les tests du DPPH et
du FRAP . La troisiéme partie est consacrée a I’exposition des résultats et leur discussion, avec une

conclusion a la fin.




Synthese bibliographique

Synthése bibliographique

1 Stress oxydatif

1.1 Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des especes réactives
d’oxygéne (ERO) et d’azote (Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventos) et les antioxydants, notre
mode de vie ainsi que notre régime alimentaire inadéquat participent significativement a
I’augmentation du taux des espéces réactives dans I’organisme (Haleng et al., 2007). Le stress
oxydatif est lié a une altération des molécules biologiques telles que ’acide désoxyribonucléique,
les protéines et les lipides, il est potentiellement associé a un risque important de développement

de graves pathologies comme les maladies cardiovasculaires et le cancer (Haleng et al., 2007).

1.2 Origine du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut étre induit par plusieurs facteurs classés endogenes et exogenes (Fig.1). Les
facteurs exogenes sont 1’exposition prolongée aux rayons ultra-violets, la pollution, les pesticides
et les infections, un mode de vie inapproprié (tabac, alcool, sport intense, fatigue, stress
psychosocial), ainsi qu’une alimentation déséquilibrée avec déficience en un ou plusieurs

antioxydants notamment les vitamines et les oligoéléments (Lizorieux, 2013).

Quant aux facteurs endogeénes, ils ont comme origine la fuite des électrons de la chaine respiratoire
mitochondriale, I’activation de systémes enzymatiques (Xanthine oxydase, NADPH oxydase,
glucose oxydase, monoamine — oxydase) ou ’oxydation de molécules telles que le glucose et
I’hémoglobine (Migdal & Serres, 2011; Pincemail et al., 2002).

Le complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire est une source importante des
radicaux libres, notamment les espéces réactives de 1’oxygéne, dans la figure 2, sont données les

principales espéces réactives de I’oxygene ainsi que les réactions impliquées dans leur formation.
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Figure 1: Les facteurs produisant les especes réactives (Lizorieux 2013).
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Figure 2: Origine des espéces réactives de 1’oxygene.
Les quatre étapes de la réduction de I’oxygéne et la formation des intermédiaires partiellement réduits sont détaillées.
En plus des espéces réactives de I’oxygene primaires (le radical superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne et le radical
hydroxyle), il existe aussi des ERO, dits secondaires comme le radical peroxyle, I’hydroperoxyde et le radical alkoxyle

(Migdal et Serres, 2011).

——

'



Synthese bibliographique

1.3 Les cibles du stress oxydatif

Le stress oxydant représente un mécanisme de toxicité cellulaire important du fait de son caractere
ubiquitaire et des dommages cellulaires dont il est responsable. En effet, il peut étre a 1’origine de
I’apparition, de ’entretien et/ou de 1’aggravation de nombreuses pathologies, cet effet toxique est
provoqué le plus souvent par des réactions d’oxydation sur les macromolécules intracellulaires

telles que les lipides, les protéines ou encore les acides nucléiques (Fig.3) (Monteil et al., 2004).

1.3.1 L’acide désoxyribonucléique

Le radical hydroxyle (OH") peut réagir avec toutes les composantes de I’ADN, avec altération des
purines, des pyrimidines et des désoxyriboses, par exemple la guanine est transformée en 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OH-dG) (Valko et al., 2007). Ces modifications vont aboutir a des
mutations au sein de I’ADN avec perturbations du message génétique et vont étre impliquées dans

le déclenchement du cancer et le vieillissement (Haleng et al., 2007).

1.3.2 Les protéines

L’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine sont les acides aminés les plus
sensibles aux espéces réactives de 1’oxygene. L’oxydation de ces acides aminés a pour conséquence
I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et des ponts bityrosine
intra- et interchaines, ce qui entraine des modifications fonctionnelles des protéines avec perte de
fonction (non-reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Des
agrégats de protéines oxydées peuvent aussi se former dans les cellules ou dans les compartiments

extracellulaires (Haleng et al., 2007).

1.3.3 Les lipides

Les acides gras polyinsaturés sont la cible du radical hydroxyle, qui peut leur arracher un hydrogene
sur les carbones situés entre deux doubles liaisons. Cette réaction mene a la formation d’un radical
lipidique qui réagit avec une molécule d’oxygene et forme un radical péroxyle (ROO¢), qui a son
tour arrache un proton H* sur I’acide gras insaturé voisin, et ainsi de suite. L’oxydation des lipides
membranaires induit des perturbations au niveau des membranes avec altération de la fluidité ce

qui mene a la mort cellulaire (Haleng et al., 2007).
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Dommages cellulaires

Figure 3: Principaux dommages cellulaires induits par les espéces réactives de ’oxygéne
(Monteil et al., 2004).

1.4 Les maladies liées au stress oxydatif

L’altération des acides nucléiques, des lipides et des protéines par le stress oxydatif, meéne a la mort
cellulaire par nécrose ou apoptose. Cette perturbation de ces molécules peut théoriqguement
contribuer au développement d’une maladie (Dalle-Donne et al., 2006). Différentes maladies ont
été associées au stress oxydatif, tels I’inflammation (Pasquier, 1995), les maladies
cardiovasculaires, 1’athérosclérose, le diabéte sucré, I’asthme, les maladies rénales et hépatiques
(Dalle-Donne et al., 2006). Le stress oxydatif est aussi impliqué dans les mécanismes de la mort
cellulaire lors des maladies neurodégénératives principalement la maladie d’ Alzheimer, la maladie
de Parkinson idiopathique et la sclérose latérale amyotrophique qui sont les plus fréquentes de ces

affections (Desport & Couratier, 2002).
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2 Activité antioxydante

2.1 Définition des antioxydants

Un antioxydant est une molécule capable d’inhiber 1’oxydation d’une autre molécule (Gulcin,
2020). Il est défini comme n’importe quelle substance qui lorsqu’elle est présente a faible
concentration par rapport & un substrat oxydable, retarde ou inhibe considérablement 1’oxydation
de ce substrat (Halliwell & Gutteridge, 1995). Cette définition s’applique a un grand nombre de
substances, comprenant des nutriments alimentaires comme les composés phénoliques, les
vitamines E et C et les caroténoides, mais aussi a des enzymes comme la superoxide dismutase, la

catalase et la glutathion peroxydase (Huang et al., 2005).

2.2 Classification des antioxydants

L'organisme possede des systemes de défense trés efficaces pour tenter de prévenir le stress
oxydatif, il existe deux types : les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques
(Fig.4) (Ratnam et al., 2006). De plus de ces antioxydants naturels, il existe des antioxydants
synthétiques, qui ont été développés pour étre ajoutés aux aliments a fin de les protéger de
I’oxydation, ce sont des composés phénoliques comme hydroxyanisole butylé , hydroxytoluéne
butylé (BHT) tert-butylhydroquinone (TBHQ), gallate de propyle (PG) et gallate d’octyle (Fig.5)
(Gulcin, 2020).
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Figure 4: Classification des antioxydants (Ratnam et al., 2006).
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Figure 5: Les structures chimiques des antioxydants synthétiques les plus connus (Gulcin,2020).
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2.3 Mode d’action des antioxydants

Les antioxydants sont de nature diverse, ils agissent en synergie soit en se sacrifiant pour piéger
I’électron célibataire d’un radical libre et le neutraliser en le délocalisant soit en réduisant
enzymatiquement les espéces réactives de I'oxygene (Favier, 2006). Ces antioxydants peuvent
provenir de I’alimentation (les vitamines E (tocophérol), C (ascorbate), Q (ubiquinone), les
caroténoides ou les polyphénols), ou d’origine endogéne synthétisé par 1’organisme comme le
glutathion réduit et les superoxydes dismutases (SOD)) (Favier, 2006). Dans le tableau 1 sont
donnés quelques antioxydants et leur mode d’action.

Tableau 1: Quelques antioxydants et leur mode d’action (Ratnam et al., 2006).

Antioxydant Mécanisme d’action

Superoxide dismutase (SOD) | Dismutation du superoxyde en H>O>

Catalase Décomposition du H202 en oxygéne moléculaire et eau
N-acetyl cysteine Piégeage du H,O; et du peroxyde
(NAC) De-acetylation du précurseur de la synthese du GSH.
Glutathion (GSH) Agent réducteur intracellulaire
Epigallocatechin-3-O-gallate. | Chélation des métaux
(EGCG) Piégeage du superoxyde, H202, OH et de I’oxygéene singulet
Régénération du tocophérol
Lycopéne Piégeage de I’oxygene singulet
Acide ellagique Piégeage du H.O>
Stimulation du glutathion-S-transférase
Coenzyme Q10 Inhibition de la peroxydation des lipides
(CoQ10) Réduction du stress oxydative mitochondrial
Quercetine Piégeage du H202, un des antioxydants poly-phénoliques le

plus puissant

Vitamine C Piégeage des anions superoxyde

Vitamine E Piégeage direct du superoxyde

Régulation des enzymes antioxydants

Inhibition de la peroxydation des lipides




Synthese bibliographique

3 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Les antioxydants jouent un réle tres important dans la préservation des aliments par inhibition des
processus d’oxydation et contribution a ’amélioration de la santé (Shahidi & Zhong, 2015).
L’activité antioxydante est évaluée soit par le dosage des produits formés (en particulier les
hydroperoxydes) par des méthodes photométriques plus ou moins directes, soit par la mesure de
’efficacité du composé a piéger des radicaux libres (Marc et al., 2004). Nous allons développer

quelques méthodes utilisées dans 1’étude de I’activité antioxydante.

3.1 Test du piégeage du radical 2,2 diphényl -1 -pycrilhydrazil (DPPH)

Le DPPH est un radical libre stable de couleur violette qui absorbe & 517 nm. Le principe de la
méthode est basé sur la capacité de ’antioxydant a donner un électron pour neutraliser le radical
DPPH, ce qui est accompagné par un changement dans la coloration, une decoloration indique
I’efficacité de 1’antioxydant (Fig.6) (Shahidi & Zhong, 2015).

DPPHe+ AH — DPPH-H + Ae

(violet) (Jaune)

NO,

3
5 o & o

DPPH : Purple DPPH-H : Colorless

Figure 6: La réaction entre le DPPHe et I’antioxydant pour former le DPPH (Xiao et al., 2020).
3.2 Test de réduction des ions ferriques (FRAP)

C’est une méthode qui est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe**-TPTZ) a la forme ferreuse
(Fe?*-TPTZ) de couleur bleue par transfert d’électrons qui se fait en présence des antioxydants, en
milieu acide (Fig.7). L’activité antioxydante est déterminée par une augmentation de 1’absorbance
a 593 nm, et le résultat est exprimé par micromolaire de Fe*? équivalent & un antioxydant de
référence (Shahidi & Zhong, 2015).
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Antioxydant + Fe*3> — Fe*? + antioxydant oxydé
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Figure 7: Formation du complexe tripyridyltriazine ferreux (Fe+2-TPTZ) a partir du complexe
tripyridyltriazine ferrique (Fe+3-TPTZ) par un antioxydant (Xiao et al., 2020).

3.3 Test de capacité antioxydante équivalente de Trolox (TEAC)

Dans la méthode TEAC, I’activité antioxydante totale d’une molécule est déduite de sa capacité a
inhiber le radical ABTS™", obtenu a partir de ’ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3
-ethylbenzothiazoline -6-sulfonique) comparativement a un antioxydant de référence : le Trolox®
(acide 6- hydroxy-2,5, 7,8 -tétraméthylchroman -2-carboxylique), dont la structure moléculaire
cyclique est similaire a celle de la vitamine E. L’obtention du radical cation résulte du contact de
I’ABTS avec une enzyme de peroxydation (peroxydase metmyoglobine ou horseradish
peroxydase) en présence de H202 ou d’un oxydant (dioxyde de manganése ou persulfate de
potassium). Le radical ABTSe+, en contact avec un donneur de He conduit a I’ABTS+ (Fig.8) et a

la décoloration a 734 nm de la solution (Marc et al., 2004).

My CaMs
MH;* " Kz5:0g MHg*
0,5 045
: S e | NH,®  (Potassium pchuHalc] : DN He
H>_N g 50y }—N S0,
I
CaHy (‘; Hg
ABTS ABTS+: Bluish-green

Figure 8: Formation du radical ABTS stable a partir du ABTS en présence du persulfate du
potassium (Xiao et al., 2020).

3.4 Test de I’inhibition de I’oxydation du cholestérol-LDLSs
Les modifications oxydatives du LDL-cholestérol jouent un réle important dans la pathogenése de
’athérosclérose et les maladies du cceur. Dans cette méthode le substrat de 1’oxydation, qui est le

cholestérol-LDL, I’agent de I’oxydation qui est le métal de transition tel que les ions cuivriques
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(Cu*?) et I’antioxydant sont incubés a une température physiologique de 37 °C. La formation des
diénes conjugués est suivie par méthode spectrophotométrique & 234 nm soit d’une fagon
périodique ou a un certain point final. L’activité antioxydante est reportée comme pourcentage
d’inhibition de la formation des diénes conjugués en comparaison avec le contrdle sans antioxydant

(Shahidi & Zhong, 2015).

3.5 Test de inhibition de I’hémolyse

Les globules rouges sont constamment exposés au stress oxydatif, a cause de leur réle
physiologique de transporteurs de molécules d’oxygene. Ce sont des cellules sans noyau, sans
mitochondrie, et d’autres organites typiques, ce qui les rend un mod¢le simple et sensible pour
I’évaluation de I’activité antioxydante. Dans ce test, le peroxyde d’hydrogéne (H20>) est utilisé
pour induire ’oxydation des protéines (les hémoglobines) et des lipides (principalement I’ester de
cholestérol), en présence d’un antioxydant, I’ensemble est incubé a une température de 37 °C.
Le degré de I’oxydation est évalué d’une fagon périodique par centrifugation et mesure du taux de
I’hémoglobine libérée dans le surnageant a 524 nm. Inhibition de I’hémolyse peut étre calculée par
la suite par comparaison a un contréle ne contenant pas d’antioxydant (Shahidi & Zhong, 2015).
4 Les polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires biologiquement actifs caracterisés par
la présence d’un ou plusicurs noyaux aromatiques portants des substituants hydroxylés et/ou des
dérivés fonctionnels, comme les esters, les éthers et les glycosides. 1ls peuvent étre classes en deux
classes, les flavonoides et les non-flavonoides (Tableau 2). Les flavonoides sont la classe la plus
importante et la plus diversifiée des polyphénols, et sont trés répandus dans les fruits, les végétaux,

les bais et les graines (de Lima Cherubim et al., 2020).

Les polyphénols naturels ont montré de nombreuses activités biologiques bénéfiques pour la santé,

telles que les maladies reliées a 1’age, les cancers et les maladies du cceur, etc (Bel§¢ak-Cvitanovié

et al., 2018).

Plusieurs études ont associé la structure chimique des composés phénoliques avec I’activité
antioxydante, en effet le noyau phénolique joue le role d’un capteur d’espece réactive et d’un
réducteur et chélateur des ions ferriques qui catalysent la peroxydation lipidique (de Lima
Cherubim et al., 2020).

11
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Tableau 2 : Les structures de base des principales classes des composés phénoliques (de Lima
Cherubim et al., 2020).

Structure de base Classe d U compose Structure chimique
phénolique
C6-C1 Dérivés d? I’acide
benzoique
C6-C3 Dériyés de_l’acide
cinnamique
C6-C2-C6 Stilbenes
C6-C3-C6 Flavonoides

5 Marrubium vulgare L.

Le genre Marrubium fait partie de la famille des lamiacées. Il comprend plus de 30 espéces natives
de I’Europe, la région de la Méditerranée et 1’Asie, ’espéce Marrubium vulgare (Fig.9) est le
représentant le plus connu (Argyropoulou et al., 2009). C’est une plante herbacée vivace
dénommée « marrube blanc » et en Algérie « Marriout », elle est trés utilisée localement pour le

traitement du diabéte sucré ( Boudjelal et al., 2012).

Figure 9: Marrubium vulgare (Marouf, 2021).
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5.1 Description botanique et systématique

Marrubium vulgare est une plante herbacée vivace qui peut atteindre de 30 a 60 cm de hauteur,
elle est caractérisée par une odeur des thyms trés amére, elle possede une tige raide cotonneuse sur
les faces inférieures, poilues, mais vertes sur la face supérieure. Des petites fleurs blanches sont
présentées en verticilles axillaires nombreux compacts et espacés sur les tiges. La floraison de la

plante députe en mois de mai et la récolte en mois de juin. (Belhattab, 2018).
- Laclassification de la plante M. vulgare est comme suit (Boudjelal, 2013).

Régne : Pantae

Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées
Genre : Marrubium.

Espéce : Marrubium vulgare L.

5.2 Composition chimique

Marrubium vulgare contient plusieurs molécules, les plus actives sont marrubiin, apigenin,
apigenin 7-O-glucosideo, apigenin 7-lactate, apigenin 7-(6"-p-coumaroyl)-glucoside, luteolin,
luteolin 7-O-B-D-glucosideo, luteolin 7-lactate, chrysoeriol, crysoeriol O-glucuronide, quercetin 3-
O-a-L-ramnosil-glucoside, isoquercitrin, ursolic acid, gallic acid, caffeic acid, maleic cafeoil,
vulgarol, vulgarin, B-sitosterol, stigmasterol, vitexin, acteoside, forsythoside B, arenarioside,
ballotetroside, marruboside, acethyl marruboside, marrubenol, 6-octadecynoic acid, 5-O-
caffeoylquinic  (chlorogenic) acid; ladanein, 11-oxomarrubiin, vulgarcoside A, 3-
hydroxyapigenin4’-O-(6"-O-p-coumaroyl)-beta-D-glucopyranoside, phenylpropanoide esters et
monoterpenes (Cechinel Filho, 2018). Dans la figure 10 sont données les structures des principaux

flavonoides de M. vulgare.

5.3 Activité biologique
Marrubium vulgare est trés utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement de plusieurs

maladies, elle a prouvé des propriétés thérapeutiques telles que les activités antidiabétique,
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hypolipidémiants, antiinflammatoire, antioxydante, antiparasitaire, cardioprotectrice, pouvoir

analgésique, antihypertensive et antimicrobienne (Cechinel Filho, 2018).

Plusieurs travaux de recherche ont étudié ces activités biologiques, I’activité anti-inflammatoire a
été reliée a l'acide L-malique, I'arénarioside, l'actéoside, le forsythoside B et au ballotétroside, des
composés de la partie aérienne de la plante (Lodhi et al., 2017). L’activité antioxydante a été testée
et D'expérience a montré que I’extrait aqueux de la plante protége contre les maladies
cardiovasculaires en protégeant les LDL humains contre la peroxydation lipidique (Chedia et al.,
2014). Le M. vulgare est connu aussi par son activité anticancéreuse en raison de son avantage a
contenir quatre glycosides phénylpropanoides différents (acteoside, forsynthoside B, arénarioside
et ballotetroside), et un dérivé non glycosidique (acide caféaffel-1-malique), ces dérivées

phénoliques ont été testés pour leur activité chimioprotectrice (Martin-Nizard et al., 2003).
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Figure 10: Structure chimiques de quelques flavonoides de M.vulgare (Lodhi et al., 2017).
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1 Matériel végétal

Marrubium vulgare L., a été récoltée en janvier 2020 dans la région d’ Ain Témouchent. Le matériel
végétal est ensuite séché a I’abri de la lumiére et de I’humidité pendant 21 jours. Apres séchage, la
plante est broyée en fine poudre a I’aide d’un broyeur électrique et stockée soigneusement jusqu’a

son utilisation.

2 Etude phytochimique de I’extrait butanolique de M.vulgare L.

2.1 Préparation de I’extrait n-butanol

20 g de la plante en poudre sont introduits dans un mélange méthanol/eau (70:30 ; v/v), et ont éte
laissé macérer sous agitation douce pendant 24h a température ambiante. Ensuite I’extrait
hydroalcoolique est récupeéré par filtration sous vide, et est concentre par évaporation sous pression
réduite a ’aide d’un rotavapor a 40°c. On obtient ainsi un extrait aqueux, qui va subir une série
d’extractions liquide-liquide en utilisant des solvants a polarité croissante ; I’hexane, 1’éther
diéthylique, ’acétate d’éthyle et le n-butanol. La phase organique finale n-butanol est évaporée a
sec (rotavapor a 50°c), pour obtenir un extrait butanolique destiné aux dosages phytochimiques
et a I’étude de son activité biologique.

» Determination du rendement
Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage d’extrait est calculé par la formule suivante :

Masse de I'extrait sec( g)

= 100
Masse de la matiére végétale (g)

R : rendement exprimé en pourcentage % (g/g).

2.2 Dosage des polyphénols totaux
» Principe

Le dosage des polyphénols totaux est déterminé par la méthode colorimétrique qui utilise le réactif
de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Le principe est basé sur ’oxydation des composés
phénoliques par I’acide phosphotungstique (H3PW12040) et I’acide phosphomolybdique
(HsPMo12040), les principaux constituants du réactif utilisé, qui sont ainsi réduits en un mélange

d’oxyde bleu de tungsténe (Ws023) et de molybdéne (MosO23). L’intensité de la coloration (725 a-
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760nm) est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits testés (Singleton
et al., 1999)

» Procédure

Le dosage des polyphénols totaux de I’extrait butanolique a été réalis¢ selon la méthode suivante :
1 ml de I’extrait dilué est mélangé avec 5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu fraichement préparé, le
tout est agité par un vortex. Apres quatre minutes, 4 ml du réactif de carbonate de sodium (NaCQO3s)
a 7.5% sont ajoutés au mélange, le tout est laissé incuber pendant 2 heures a température ambiante,
et la lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotomeétre UV/Vis (Multi-cell
changer 6715UV/Vis JENWAY) a 750 nm. Une gamme étalon est réalisée en paralléle dans les

mémes conditions opératoires en utilisant I’acide gallique.

Le tableau 3 résume le mode opératoire et les différentes étapes suivies pour le dosage des

polyphénols totaux.

Tableau 3: Mode opératoire du dosage des polyphénols totaux de I'extrait butanolique
de M. vulgare.

Concentration de ’acide gallique (mg/ml) 0 | 0.010.02|003]|0.04|005]| -

Extrait butanolique (mg/ml) - - - - - - |12
Volume en ml 1 1 1 1 1 1 1
Folin-Ciocalteu (ml) 5 5 5 5 5 5 5

Incubation pendant 4 min a une température ambiante

Carbonate de sodium (NaCOs3) a 7.5% (ml) 4 4 4 4 4 4 4

Incubation pendant 2 h a une température ambiante et a I’obscurité

Mesure de la DO a 750 nm
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» Expression des résultats

Le taux des polyphénols totaux dans ’extrait butanolique de M. vulgare, exprimé en milligramme
¢équivalent d’acide gallique (mg EAG) par gramme d’extrait n-butanolique est calculée comme
suit :

[Polyphénols]=a.f /C

a : concentration des polyphénols (mg/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution.

C : la masse de I’extrait.

2.3 Dosage des flavonoides totaux

» Principe

Le dosage des flavonoides totaux est réalisé par la methode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (AICIs) et au nitrite de sodium (NaNO2). Le principe est basé sur la nitrosation des
flavonoides par I’acide nitrique, suivie par la formation dans un milieu alcalin, d’un complexe
rouge (510nm) entre les groupements hydroxyles des flavonoides et les ions Al(I11), (Zhishen et
al., 1999)

» Procédure

Le dosage des flavonoides totaux de I’extrait butanolique a été réalisé selon la méthode
colorimétrique suivante : 1 ml de I’extrait est mélangé avec 300 pl d’une solution de nitrite de
sodium (NaNOz2) a 6g/L. Apres six minutes, 300 ul de chlorure d’aluminium (AICI3, 6H20) a
22g/L sont ajoutés au mélange, le tout est laissé incuber pendant six minutes. Ensuite, 300pl
d’hydroxyde de sodium (NAOH) a 0.8 M sont ajoutés a chaque tube. Apres 10 minutes
d’incubation, la lecture est faite a 510 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre
UV/Vis (Multi-cell changer 6715UV/Vis JENWAY). Une gamme étalon est réalisée en paralléle
dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme contrdle positif. Le
tableau 4 résume le mode opératoire et les différentes étapes suivies pour le dosage des

flavonoides totaux de I’extrait butanolique de M. vulgare.
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Tableau 4: Mode opératoire de dosage des flavonoides totaux de I'extrait butanolique de

M.vulgare.
Concentration de catéchine (mg/ml) 0 01102 |03 1|04 |05 |-
Extrait butanolique (mg/ml) - - - - - - 1,2
Volume (ul) 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
Nitrite de sodium (NaNO2) a 6g/I () 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300

Incubation pendant 5 min a une température ambiante.

Trichlorure d’aluminium (AIClz.6H,0) a 22¢/I (ul) 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300

Incubation pendant 6 min a une température ambiante

NaOH 0.8M (ul) 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300

Incubation pendant 10 min & une température ambiante.
Lecture de la DO a 510 nm.

> Expression des résultats

La teneur des flavonoides totaux dans I’extrait butanolique de M. Vulgare, exprime en milligramme

équivalent de catéchine (mg EC ) par gramme de 1’extrait est calculée selon la formule suivante :
[Flavonoides]=a.f /C

a : concentration des flavonoides (mg/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution.
C : la masse de I’extrait.

3 Evaluation de P’activité antioxydante de M.vulgare

3.1 Test de piégeage du radical libre DPPH
» Principe

L’activité anti-radicalaire de 1’extrait butanolique de M. vulgare a été évaluée, par le test de DPPH,

selon la méthode décrite par (Molyneux, 2004). La méthode repose sur la capacité d’une molécule

a réduire le radical DPPH® (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle), cette réduction est traduite par un

changement de couleur de la solution du violet au jaune, qui est proportionnel au pouvoir

antioxydant. L’intensité de la coloration est mesurée a 520 nm (Molyneux, 2004) (Fig. 11).
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7 N\ 0H+R’—>/\ O + RH

Figure 11: Transformation du DPPH de sa forme active (R-) a celle inactive (Bhuiyan,
Howlader, Raihan, & Hasan) (Rolland, 2004).

» Mode opératoire

Le tableau 4 résume le mode opératoire et les différentes étapes suivies pour la détermination de
I’activité antioxydante de I’extrait butanolique et de ’acide ascorbique utilisé comme un controle
positif.

2ml de D’extrait butanolique de M. vulgare, ou de I’acide ascorbique préparés a différentes
concentrations, sont additionnés de 2ml d’une solution éthanolique de DPPH a 2.5%. Le mélange
est bien agité, et laissé incuber a température ambiante pendant 30 min. La lecture de I’absorbance
est réalisee a 520nm, par un spectrophotometre UV/Vis (Multi-cell changer 6715UV/Vis
JENWAY).

Tableau 5: Mode opératoire de I'évaluation de l'activité antioxydante de I'extrait butanolique de
M. vulgare et de l'acide ascorbique (DPPH).

[Acide ascorbique] (ug/ml) 0(1(2|3[4|5|6(7|8(9|10|- |- |- |- |-

[Extrait butanolique] (ng/ml) == 0-1-1-1-1-1-|-1|-|- |20|40|60|80 100

Volume (ml)

Volume de DPPH & 2.5 % (ml) 212\121212\121212\121212 |2 12 |2 |2 |2

Incubation pendant 30 min a la température ambiante et a I’obscurité
Lecture de la DO a 520nm.

> Expression des résultats

L’activité antioxydante exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH", est calculée selon la

formule suivante (Molyneux, 2004)

b Abs du controle — Abs de I'échantillon
% d inhibition = Abs du contrile x 100

Abs : absorbance.
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La concentration qui provoque la réduction de 50% du DPPH, est appelée concentration inhibitrice
a 50% (ICso), elle est déterminée sur les graphes tracés pourcentages d’inhibition du DPPH en

fonction des différentes concentrations des extraits (Molyneux, 2004).

3.2 Test de la réduction du fer : FRAP
» Principe

Le test du FRAP est une méthode simple basée sur la réduction du fer ferrique (Fe**) en fer
ferreux (Fe?*) a pH bas, ce qui permet la formation d’un complexe coloré tripyridyltriazine
ferreux, qui absorbe au maximum a 593 nm. Le changement de 1’absorbance est linéaire en

fonction de la concentration des antioxydants (Benzie & Strain, 1996).

» Mode opératoire
Le pouvoir réducteur du fer (Fe3*) dans ’extrait butanolique est déterminé selon la méthode décrite
par Oyaizu (Oyaizu, 1986 ). Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations (de 0,25 a
2,5 mg/ml) est mélangé avec 2,5 ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml
d’une solution de ferricyanure de potassium (KsFe (CN) 6) a 1 %. L’ensemble est incubé au bain-
marie a 50 °C pendant 20 min ensuite, 2,5 ml d’acide trichloroacétique a 10 % sont ajoutés pour
stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. Un aliquote (2,5 ml)
de surnageant est combinée avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution aqueuse de FeCls
a 0,1%. La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparer, en remplacant I’extrait par de I’eau distillée qui permet de calibrer
I’appareil (UV-VIS spectrophotométre). Le contr6le positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard ; 1’acide ascorbique dont 1’absorbance a été mesurée dans les mémes

conditions que les échantillons (Bougandoura & Bendimerad, 2013 5).

> Expression des résultats
Les résultats sont explorés en tracant les graphes absorbances en fonction des concentrations,
I’augmentation de I’absorbance témoigne d’un pouvoir réducteur qui augmente avec la teneur en

antioxydants dans I’extrait (Bougandoura & Bendimerad, 2013).
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Tableau 6: Mode opératoire de I'évaluation de I'activité antioxydante de I'extrait butanolique de
M. vulgare et de I'acide ascorbique (FRAP).

[Acide ascorbique] (mg/ml) 0 (025(05| 1 (15| 2 (25 - | - | - | - -

[Extrait butanolique] (mg/ml) | | 7 ]025)05] 111,51 2 12,5

Volume (ml) 1,1 |1(1}j1|1(1}1};1]111}]1]1

Tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6) | 25| 2,5 | 25|25(25]25|25] 25 |25[25]25(25[25

Ferricyanure de potassium (KsFe |, | £ (2,5/25(2,5(25(25] 25 |25(25|25(25|25
(CN) 6) a1 %. il

Incubation pendant 50 °C pendant 20 min

Arrét de la réaction : Acide trichloroacétique CCI;COOH a 10 %
Centrifugation 3000 rpm pendant 10 min
0,5 ml Trichlorure ferrique (FeCl3)0,1%.

Lecture de I’absorbance a 700 nm.
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Résultats et discussion

1 Etude phytochimique de M.vulgare L.

1.1 Préparation de I’extrait butanolique

Dans un but d’obtenir un extrait riche en polyphénols a partir des feuilles de M. vulgare, nous
avons procédé a une extraction sélective en deux étapes, la premiere étape est une extraction solide-
liquide, en utilisant un mélange hydrométhanoique a 70 % (v/v), en effet les composés phénoliques
sont normalement solubles dans les solvants organiques polaires, les formes conjuguées sont
soluble dans I’eau, et leur solubilité augmente avec le nombre des groupements hydroxyles
(Bels¢ak-Cvitanovié et al., 2018), de plus ’extrait méthanolique a donné la plus grande valeur en
composeés phénoliques et en flavonoides a partir des feuilles de M.vulgare (Bouterfas et al., 2016;
Ghedadba et al., 2014).

La deuxieme étape est une série d’extraction liquide-liquide en utilisant des solvants a polarité
croissante, le n-hexane et I’éther diéthylique qui isolent les composés non polaires comme les
lipides et les pigments chlorophylliens respectivement, 1’acétate d’éthyle qui extrait les
monoglycosides et le n-butanol qui extrait les glycosides (Sarker, 2006). Nous nous sommes
intéressés a ’extrait final (le n-butanol) susceptible de contenir la fraction la plus importante des
polyphénols, dont les flavonoides.

Les tests phytochimiques qualitatifs réalisés sur 1’extrait butanolique, ont effectivement mis en
évidence la présence des flavonoides, qui ont donné une forte coloration rose-orangé en réaction
avec l’acide chlorhydrique et les tournures de magnésium. En revanche, ces mémes tests ont
prouvé I’absence de tous les autres métabolites secondaires, a savoir les tannins, les quinones, les

saponosides, les stéroides et les alcaloides.

L’extrait n-butanolique enrichi en polyphénol, a donné un rendement de 2,7 % (g/g de plante
seche), ce dernier est toutefois différent des rendements obtenus dans d’autres études qui ont utilisé
I’éthanol comme solvant d’extraction, (Billami, 2016) a obtenu un rendement 3 fois plus que le
notre (8.6% (g/g)) avec une macération de la plante dans un mélange éthanol : eau a 80 % et
(Djahra, Bordjiba, & Benkherara, 2015) Djahra et ses collaborateurs (2015) ont obtenu un

rendement de 5,9 % (g/g), avec une extraction par 1’appareil de Soxhlet.

Toutefois, il est difficile de comparer nos résultats avec d’autres études, car le rendement
d’extraction n’est que relatif(Lee et al., 2003), et il est influencé par plusieurs facteurs comme la
méthode d’extraction et les conditions de son application telles que I’état de séchage de la matiere
végeétale, le temps, la température et la polarité des solvants utilisés. De plus, la teneur en
métabolites secondaires est largement dépendante des conditions climatiques et géographiques

dans lesquelles la plante a poussé (Koné et al., 2017)
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Il est temps de signaler que I’utilisation des solvants tels le dichlorométhane, I’acétate d’éthyle et
le toluene pour I’extraction de produits bioactifs est actuellement critiquée, a cause de leur
dangerosité et leurs impacts sur I’atmosphére, sur ’environnement, sur la santé de I’étre humain
et méme sur la qualité de I’extrait obtenu, des méthodes d’extraction écologiques sont devenues

ainsi nécessaires (Deli et al., 2019).

1.2 Dosage des polyphénols et des flavonoides

Le dosage des polyphénols dans I’extrait butanolique, a été réalisé par la méthode colorimétrique
qui utilise le réactif de Folin et Ciocalteau. Une courbe d’étalon a été tracée avec la molécule de
référence, I’acide gallique a différentes concentrations (Fig.12). Les résultats sont exprimés en mg
équivalent d’acide gallique par gramme de I’extrait butanolique (mg eq AG/g d’extrait).

0.7
y =11.465x

0.6 - R?=0.9896
0.5
0.4

0.3

Absorbance a 750nm

0.2

0.1

O T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

[Acide gallique]mg/ml

Figure 12: Courbe étalon de I'acide gallique (A=750 nm).

L’absorbance est étroitement corrélée a la concentration de I’acide gallique utilisée dans la gamme

d’étalonnage avec un R? de 0,99.

Le taux des polyphénols totaux dans 1’extrait butanolique de M. vulgare, est de ’ordre de 161,51
+18,71 mg EAG/g de I’extrait. Ce taux obtenu est largement supérieur a d’autres études réalisées
sur la méme espece, qui ont donneé des taux de 1’ordre de 6,25 mg EAG/g d’extrait (Fathiazad et
al., 2016), et de102, 69 £ 0,15 mg EAG/g d’extrait (Kasmi, 2016).

Les flavonoides totaux de I’extrait butanolique, ont été quantifiés par la méthode du trichlorure
d’aluminium (AICIz) et du nitrite de sodium (NaNO>). Une courbe étalon (a été réalisée avec une
molécule de référence, la catéchine utilisée a différentes concentrations (Fig.13). La teneur en
flavonoides totaux est exprimée en milligramme équivalent de catéchine par gramme d’extrait

butanolique (mg EC/g d’extrait).
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Figure 13: Courbe étalon de la catéchine (A=510nm).

L’absorbance est étroitement corrélée a la concentration de la catéchine utilisée dans la gamme

d’étalonnage avec un R? de 0,99.

Les résultats du dosage de flavonoides totaux révélent que I’extrait butanolique de M. vulgare
contient une teneur de ’ordre de 265,81 £29,49 mg EC/g de I’extrait. D’autre part, des études
ultérieures réalisées sur la méme espéce présente des teneurs en flavonoides totaux plus ou moins
différentes, de 0,002 mg EC/g d’extrait butanolique (Billami, 2016), de 0,61 mg EAG/g d’extrait
méthanoique aqueux (Chedia et al., 2014) et de 86ug EC/g d’extrait méthanol pur(Ghazghazia
et al.,2013).

Les teneurs en polyphénols, dont les flavonoides, varient qualitativement et quantitativement pour
la méme espéce et cela peut étre attribué a plusieurs facteurs, tels que les facteurs géographiques,
climatiques et environnementaux (Zaid, 2020). D’autre part, les facteurs endogenes tels que la
différenciation tissulaire, le stade de développement de la plante, la concurrence, I’état
nutritionnel, les facteurs génétiques, le degré de maturation de la plante ont aussi une forte
influence sur la teneur en polyphénols. De plus, les méthodes d’extraction et de quantification
utilisées et méme le site et la période de la collecte de la plante peuvent également influencer la

teneur en polyphénols (Zaid, 2020).

La composition phytochimique de Marrubium vulgare a été le sujet de plusieurs études, dans
lesquelles les structures de plusieurs flavonoides ont été identifiées telles que I’apigénine, la
vitexine, la quercetine et la lutéolin (Lodhi et al., 2017). De plus la plante contient de I’acide
ursolique, de la choline, des labdanes (diterpénes) en particulier la marrubiine (en forte
concentration), des phénylpropanoide et des glycosides phényléthanoides (Lodhi et al., 2017), et
de I’acide gallique (Ghedadba et al., 2014).
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2 Evaluation de ’activité antioxydante
Le présent travail a pour but ’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait n-butanol qui riche
en polyphénols, obtenu a partir des feuilles de M. vulgare, par extraction sélective. Pour cela, deux

méthodes sont utilisées ce qui permet de confirmer I’activité de I’extrait.

Les résultats de I’activité antioxydante de 1’extrait de M. vulgare et de 1’acide ascorbique en
utilisant le test de DPPH, exprimés en pourcentage d’inhibition en fonction des différentes
concentrations sont représentées dans la figure 14. Selon les résultats enregistrés, les valeurs des
concentrations inhibitrices calculées par le logiciel de statistique AAT Bioquest, sont de I’ordre de
28,45 pg/ml pour I’extrait butanolique et de 1,41 pg/ml pour I’acide ascorbique, ce qui indique
que notre extrait est doté d’un pouvoir antioxydant 20 fois moins important que celui de I’acide

ascorbique un antioxydant de référence.

Le pouvoir antioxydant de M. vulgare a été prouvé dans plusieurs études, différents 1Cso ont été
trouvé de I’ordre de 0.49 mg/ml (Boudjelal, 2013), de 0.07 a 0.23 mg/ml (Namoune et al. , 2018)
et de 99 pug/ml (Tabet Zatla, 2017).

D’autre part, le test de FRAP, un test universel utilisé pour les extraits de plantes et pour le plasma
(Bougandoura & Bendimerad, 2013), a aussi montré une activité antioxydante prometteuse pour

notre extrait, en effet une augmentation de 1’absorbance témoigne du pouvoir réducteur.

Les pouvoirs réducteurs de 1’extrait butanolique et de I’acide ascorbique sont dose-dépendant, a la
concentration de 1 mg/ml, le pouvoir réducteur de I’extrait butanolique (DO=1.89) est supérieur a
celui de I’acide ascorbique (DO=0,54) (Fig.15). Des études ultérieures ont également démontré
I’activité de M.vulgare par le test de FRAP, des concentrations allant de 0,25 mg/ml a 1 mg/mi
d’un extrait acétonique ont donné des absorbances comprises entre 0,88 et 1,52 a une longueur
d’onde de 700 nm (Orhan et al., 2010).
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Figure 14: Pourcentages d’inhibition de DPPH par I’extrait n-butanol de M. vulgare et de I’acide
ascorbique.

1.8

1.6

1.4

700nm)

1.2

0.8

0.6

Absorbance (A

0.4

0.2

0 0.5 1 15 2 2.5

Concentrations (mg/ml)
=¢= Extrait butanolique

Figure 15:Pouvoir réducteur de I'extrait butanolique des feuilles de M vulgare comparé a
I’acide ascorbique par le test de FRAP.

Marrubium vulgare est I’'une des sources naturelles de substances antioxydantes d’importance élevée
(Ghedadba et al., 2014), I’activité antioxydante de notre extrait butanolique peut étre attribuée en
premier lieu a ses composes phénoliques, en particulier les flavonoides. En effet, les flavonoides sont

connus par leur pouvoir antioxydant, qui dépend essentiellement des groupements hydroxyles (Heim

et al., 2002).
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Les composés phénoliques sont capables d’inactiver les radicaux libres par transfert d’atomes
d’hydrogeéne ou par donation d’¢lectrons (de Lima Cherubim et al., 2020). Le mécanisme de
I’inactivation des radicaux est représenté dans la figure 16. Leur structure chimique leur donne la
capacité de réagir comme des piégeurs de radicaux libres, pourtant le type du composé, le degré de
methoxylation (addition de groupement méthoxyle -O-CHs), et le nombre de groupements
hydroxyles sont parmi les parametres qui déterminent I’activité antioxydante. La glycosylation
diminue significativement la capacité antioxydante des polyphénols, principalement importante
dans le cas du groupement 3 -OH (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018).

5" o

‘ "R = C:j + RH HAT
Ar Ar
D.-*H D__..-|

@ * R ——b‘ + R SET
Ar Ar

Figure 16: Meécanisme de I'activité antioxydante des polyphénols (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ et al.,
2018).

(HAT : transfert d’un atome d’hydrogéne ; SET: transfert d’un électron célibataire.)

Par ailleurs, des travaux réalisés sur M.vulgare, ont montré que son pouvoir antioxydant est due
aux phénylpropanoides glycosides, comme le forsythoside B, le ballotétroside, l'arénarioside, et
I'actéoside, ces métabolites secondaires sont considérés par plusieurs chercheurs comme de
puissant antioxydant (Martin-Nizard et al., 2003) .La présence de cette famille dans notre extrait
n’a pas été mise en évidence, mais leur polarité croissante suggere leur présence dans I’extrait

butanolique.
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Conclusion et perspectives

Notre étude a pour objectif d’obtenir un extrait n-butanolique enrichi en polyphénols des feuilles
de M. vulgare et I’étude quantitative de leur teneur en polyphénols et en flavonoides, ainsi que
I’évaluation de leur activité antioxydante in vitro par deux méthodes le test de DPPH et le test de
FRAP.

Les résultats ont montré la présence de composés phénoliques y compris les flavonoides, et leur
pouvoir antioxydant trés important, qui était méme plus puissant que celui de I’acide ascorbique
dans le test de FRAP.

L’extrait n-butanolique étudié est un extrait brut contenant un grand nombre de composés
phénoliques et non phénoliques, I’activité antioxydante pourrait tre due a une seule molécule, des

recherches complémentaires sont nécessaires pour identifier, isoler et purifier ce principe actif.

Les résultats suggerent I’importance de 1’espéce du Marrubium vulgare de Ain Témouchent pour
I’'usage dans la pharmacie et la phytothérapie. Elle peut aussi étre une source importante de

molécules antioxydantes naturelles alternatives a certains additifs synthétiques.

Il est aussi nécessaire de réaliser d’autres études sur la plante, afin d’évaluer davantage son pouvoir

antioxydant tres intéressant, en utilisant des tests in vitro et in vivo.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste contribution a la valorisation

de M. vulgare comme plante médicinale traditionnelle trés largement utilisée.
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