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Introduction

Introduction

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes
ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et
dans les préparations culinaires. Les effets bénéfiques des plantes aromatiques et médicinales
sont connus depuis 1’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme siecle pour

que les scientifiques commencent a s’y intéresse (Bouzouita et al, 2008).

Le premier texte sur la médecine par les plantes a été gravé sur des plaques d’argile
par les Sumériens, environ 3 000 ans avant Jésus-Christ.ils utilisaient des plantes telles le

myrte, le chanvre et le thym.

En application pharmaceutique, cosmétique ou alimentaire, la valorisation et
I’industrialisation des substances d’origine végétale sont en plein essor. Cet intérét accru pour
ces substances est 1i¢ surtout a leurs proprié¢tés d’antioxydants et/ou d’anti-enzymatiques. En
santé humaine, il est communément admis que de nombreuses pathologies telles que le
vieillissement, les maladies neurodégénératives , cardiovasculaires (Athéroscléroses), cancers
et les maladies inflammatoires sont directement ou indirectement, dues a un déséquilibre dans
la balance existant au niveau physiologique entre les radicaux oxygénés et les antioxydants

(enzymatiques ou non enzymatiques) suite a un stress oxydatif ( Di Matteo., et al, 2003) .

Ce déséquilibre en faveur des espéces oxygénées engendre des dommages au niveau
cellulaire, qui se traduit par des pathologies pouvant étre létales. Afin, de faire face a ces
pathologies dues en partie a ces radicaux, des composés antioxydants de syntheses tels que le
butyle d’hydroxy-toluéne (BHT) et le butyle d’hydroxy-anisole (BHA) sont utilisés comme
principes actifs. Malgré, les résultats encourageants obtenus avec ces antioxydants, il est de
plus en plus démontré que leurs utilisations est susceptible de manifester des effets
secondaires, voire méme toxique, notamment une augmentation du risque d’apparition de

certaines tumeurs (Mania., et al, (2008).

Dans I’optique de valoriser des substances végétales en application pharmaceutique,
cosmétique ou agroalimentaire s’inscrit 1I’objectif de notre travail de recherche qui consiste a
la valorisation des substances actives de la flore Algérienne particuliérement les plantes du

genre marrubium qui sont largement utilisée en médecine traditionnelle dans le traitement de



Introduction

plusieurs pathologies, telles que :les troubles digestifs, la perte de I’appétit et la dyspepsie.
Elle est également employée comme anti nociceptif, antihypertenseur, antispasmodique,
analgésique, insecticide, anti-inflammatoire antimicrobien, antioxydant antifongique anti

leucémique et dans de nombreuses autres activités biologiques (Alkhatib., et al, 2010).

Pour réaliser notre objectif, nous avons choisi les feuilles et les tiges de 1’espece
Marrubium vulgare L de la région de Bouira & comme sources d’extraits pour évaluer leurs
activités antioxydants et antienzymes du brunissement (anti-peroxydase et anti-
polyphénoloxydase). Les résultats obtenus sont décrits dans ce manuscrit qui comporte : Une
synthése bibliographique constituée de trois chapitres : le Marrubium vulgare L et leurs
intéréts thérapeutiques ; Le stress oxydatif, le systtme de défense antioxydant et les

antioxydants du marrube ; et le brunissement enzymatique.

Une partie expérimentale décrivant la méthodologie réalisée et les résultats obtenus :
dosage des composés phénoliques des extraits aqueux et méthanoliques, évaluation de
’activité antioxydant par tests DPPH, ABTS, blanchiments de B-carotene et FRAP et
évaluation de I’activité anti-peroxydase et anti-polyphénoloxydase de ces mémes extraits de

Marrubium.
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I.1 Caractéristiques botaniques

Le Marrube vulgaire est une herbacée vivace assez commune dans la région
méditerranéenne, de 30 a 80 cm de hauteur, a odeur de thym au froissement, d’aspect blanchatre
tres rameux, a poils laineux appliqués, a petites feuilles 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 (Bensalah, 2014).

Les feuilles de Marrube ont une odeur modérément forte du type aromatique mais pas
agréable qui par séchage est améliorée et en gardant quelques mois est en grande partie

dissipée leur goQt est trés amer pénétrant et durable dans la bouche (Woodville, 1810).

On la retrouve surtout sur les bords des chemins, dans les prés secs, des lieux incultes,
des décombres et des terrains vagues. On la distinguer des autres plantes par leurs odeurs
proches de celle de thym (Bensalah, (2014).

1.2 Classification botanique et taxonomie

Selon Judd, (2002) I’espece Marrubium vulgare et classé comme suite :

Régne Végétale (Plantae).
Embranchement Angiosperme.

Classe Eudicotylédones( Magnoliopsida).
Sous-classe Gamopétale.

Ordre Lamiales.

Famille Lamiacées (menthes).

Genre Marrubium (marrube).

Espece Marrubiumvulgare L.
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Figure 1 : Aspects morphologiques du Marrubium vulgare L (Woodville, 1810).
1.3 Nomenclature

Cette plante et connu sous le nom latin du Marrubium vulgare L. Au Maghreb, elle
porte plusieurs nom, en Algérie elle est connue sous le nom Marriouth, au Maroc : Merriwtet

et en Tunisie sous le nom de Marroubia (Quézel., et al, 1963).

Nom Kabyle : Marouyeth

Nom Arabe :Merriwa, Marryout

Nom Frangais : Marrube blanc, marrube commun, marrube vulgaire
Nom Anglais : White horehound, hoarhound, andorn

Selon Bonnier, (1909), Le terme le marrube provient de deux mots hébreux« mar et
rob », signifiant "suc amer”. Le nom « marrube » désigne une plante amére, utilisé par les

juifs dans leurs fétes.
1.4 Distribution géographique

Elle pousse dans toute 1’ Afrique du Nord et presque dans toute I’Europe, au centre et au
Sud-ouest de I’Asie et aux Canaries. Elle est naturalisée dans 1’Amérique du Nord et dans
I’ Amérique du Sud (Bonnier, 1909).
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1.5 Composition biochimique

Cette espéce est trés riche en différents métabolites secondaires, on y trouve des
diterpenes amers de la série des furanolabdanes et surtout des composés de lactone,
marrubiine qui est le composé responsable de la majorité des propriétés biologiques de cette
plante (figure 2),ainsi que prémarrubiine, du pérégrinol, du vulgarol, du marrubénol et du
marrubiol (Paolini, 2008).

On trouve également des hétérosides flavoniques, quercetol, lurtéoline ou de
I’apigénine, des lactoylflavones, et quelques dérivés de 1’acide ursolique, qui sont des
métabolites de la famille de flavonoides, ainsi que plusieurs phénylpropanoides esters tels que

les verbascosides (Paolini, 2008).

En outre il y a des tanins spécifiques des lamiacées et dérivés de 1’acide
hydroxycinnamique (juste a 7%) (Acide cholorogénique, caféique, caféylquinique, mais
absence d’acide rosmarinique). Toutefois la présence d’une faible quantit¢ d’huiles
essentielles comportant environ 50 composés ( en ce qui concerne les composants dominants,
quels taux dépassaient 1% du total composition de I'huile, neuf composants parmi les
cinquante ont été au moins déterminés avec une suprématie de trois composants principaux:
4,8,12,16-Tetramethylheptadécan-4-olide (16,97%), germacréne D-4-ol (9,61%), a-pinéne
(9,37%) (Abadi, 2013).

(= ]

Prémarrubiine Marrubiine Marrubénol

Figure 2 : Structure de quelques molécules présentes chez le Marrubium vulgare L.

L'analyse des compositions des extraits de Marrubium vulgare L par a révelé la
présence de trente-quatre métabolites (tableau 1), tous appartenant a la classe des polyphénols.
En particulier, des flavonoides ont été détectés, en méme temps que l'acide 5-caféoylquinique
(chlorogénique). Le tableau suivant représente les différents métabolites identifié chez

Marrubium vulgare L.



[CHAPITRE 1] BYEREI RV EI-N S

Tableau I: Quelques metabolites identifié chez Marrubium vulgare L, (Boudjelal A,

Henchiri C., et al. 2012).

Composés Composés
Geshoidin Garcinone E
Decaffeoylverbascoside Luteolin

Sacranoside A

Premarrubiin

Acide caféique

Terniflorin

Marruboside

Premarrubiin

Forsythoside B

Deacetylforskolin

Verbascoside

Terniflorin

Luteolin-Oglucoside

Marrulibacetal A

Alyssonoside Apigenin
Leukoceptoside A Anisofolin A
Apigenin-Oglucoside Marrubenol
Preleosibirin Terniflorin
Garcinone E

Alor que, Boudjelal., et al, 2012) ont montré que les extraits ethanolique de Marrubium

vulgare L. contiennent treize composés phénoliques (tableau I).

Les recherches effectuées par Boudjelal ., et al, (2012) sur les extraits aqueux de cette

espece ont permet de révéler 1’existence de 50 métabolites, dont la majorité de ces composés

sont de classe des polyphénols et particulierement sept flavonoides.
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Tableau 11 : Principale composes phénoliques identifiés dans la fraction Ethanolique de
Mrrubium. Vulgare L, (Boudjelal ., et al, 2012)

01 Acide caféique

02 Acide syringique

03 Acide sinapique

04 Acide férulique

05 Acide 2-hydroxycinnamique
06 Luteolin-7-O--d-glucoside
07 Acide rosmarinique

08 Quercetin-3-d-galactoside
09 Quercetin-3--d-glucoside
10 Kaempferol-3-glucoside
11 Acide trans- Cinnamique
12 Apigenin

13 Acide coumarique

1.6 Propriétés médicinales du Marrube blanc

Marrubium vulgare était connue depuis trés longtemps pour leurs propriétés bénéfiques
pour la santé humaine. Les anciens égyptiens 1’utilisent comme insectifuge et comme antidote
contre les poisons. Les grecs 1'utilisent contre les morsures des chiens enragés ainsi que pour

soigner la tuberculose, 1’asthme et la toux (Larousse, 2001).

Cette espece est traditionnellement utilisée dans le traitement symptomatique de la toux
et au cours des affections bronchiques aigués et bénignes. Selon la Commission allemande
(Commission européenne), le marrube est utilisé dans le traitement des dyspepsies et la perte
d’appétit (Raynaud, 2007). Elle est également traditionnellement utilisée pour le traitement
de divers maux : sifflements respiratoires, maladies urinaires, otites et ophtalmies
(Bellakhdar, (1997).

En Algérie elle est employee couramment dans la médecine traditionnelle contre la
diarrhée, le diabéte, le rhumatisme, le rhume et les douleurs respiratoire (Belhattab., et al,
(2006).
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Marrubium vulgare, est une plante riche en tanins et en composés réducteurs avec
présence aussi d’alcaloides, de coumarines, de tepénoides, de stérols et de triterpénes, ce qui
explique son utilisation dans le traitement des difficultés respiratoires, des bronchites, des
bronchectasies, des bronchites asthmatiformes des toux seches, de la coqueluche, de diabete et

dans certaines infections de la peau (El Alami., et al, (2016).

Sur le plan pharmacologique, on lui reconnait des propriétés antioxydantes,
hypoglycémiantes), et antidiabétiques, analgésiques, et anti-inflammatoires (Vergara-
Galicia,, et al, 2012).

Cette espece posseéde également des effets hypolipidémiants, vasorelaxant et anti-
hypertension, anti-cholinestérase contre 1’acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase. Il
posséde les activités tonique, aromatique, stimulante, expectorante, diaphorétique et
diurétique (Ahmed., et al, 2008)
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I11.1. Généralité

Radicaux libres, les espéces réactives d’oxygéne (ERO), le stress oxydant et
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la

sante et méme pour le grand public.

Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il faut rappeler que dans le milieu
des années 50, Gerschman puis Hartman évoquaient déja la toxicité de I’oxygene et la «
free radical theory » pour expliquer le processus du vieillissement. En 1969, les Américains
McCord et Fridovich isolent a partir de globules rouges humains un systéme enzymatique
antioxydant la superxoydedismutase (SOD), demontrant ainsi pour la premiere fois que notre
organisme produit bel et bien des ERO dont il doit se protéger. Cette découverte sera le point
de départ d’une intense recherche scientifique dans le monde entier sur le stress oxydant et les

antioxydants (Favier, 2003)
11.2.Les radicaux libres

11.2.1.Définition

Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou
plus) non apparié. De par sa structure particuliere, il a tendance a attirer les électrons d’autre
atomes et molécules pour gagner sa stabilité. Cet électron leur confére des propriétés physico-
chimiques particuliéres (Lehucher., et al, 2001).

Ces radicaux peuvent se former par transferts mono-électroniques ou par scission

homolytique de liaison covalente selon le schéma suivant :

A. +B. Rupture homolyi radicaux libres
__— p YHgHe
A: B \
A+ +B Rupture hétérolytique — ions

Aprés une rupture homolytique, chacun des deux électrons intervenant dans la liaison
entre les atomes A et B gagne ’orbitale externe de ces atomes, qui deviennent alors des

radicaux libres (Bonnefont-Rousselot., et al ,2003).
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11.2.2. Principaux radicaux libres et leurs origines

Plusieurs €léments peuvent étre a I’origine de radicaux libres. Les sources des radicaux
libres sont nombreuses. Il existe trois grandes voies de formation de ces derniers Turrens., et
al,1985).

Chimique (agent oxydant ou des catalyseurs chimiques)

» Photochimique (rayonnement) il y a une autre petite voie appelé ;

» Biologique (catalyseurs enzymatiques)
I1.2.2.1. Espece réactives dérivées de I’oxygéne (ERO)

L’oxygene doit sa grande réactivité a sa structure particuliére. En effet, il posséde deux
électrons célibataires non appariés sur sa couche orbitale externe. Cette molécule est
essentielle au bon fonctionnement de 1’organisme (Bouhadjra, 2011)

A. Radical libre hydroxyle : OH® : Le radical libre hydroxyle (OH®) est tres réactif ; il
peut réagir avec de nombreuses molécules comme 1I’ADN, les glucides, les nucléotides, les
protéines et €tre a 1’origine de lésion de nécrose. C’est un dérivé de 1’ion superoxyde. Il peut
étre produit a la suite de diverses réactions.

B.  Oxygéne singulier : O, : Lorsque 1’énergie apportée a I’oxygéne est nécessaire, celui-Ci
passe a I’état singulier qui représente la forme activée. C’est une forme trés énergétique de
grande réactivité qui peut oxyder de nombreuses molécules. Il est formé a partir de ’ion
superoxyde selon la réaction suivante :

O-O — O, (Sous I’action de la lumiére)

Cette voie nécessite 1’énergie qui pourra €tre fournie par les radiations ionisantes, par la
lumiere, la chaleur et les ultrasons.

Tableau 111 : Les principales espéces oxygénées réactives générées dans les systémes

biologiques (Lounassi, 2013).

Espéce radicalaire Espéce non radicalaire
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 02° Peroxyde d’hydrogéne H202
Radicale hydroxyle OH°® Acide hypochlorique HOCL

10
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Monoxyde d’azote NO° Oxygene singulier 02

11.2.2.2. Espéce libre non oxygénées

Les espéces libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines molécules

avec les espéces réactives dérivées de 1I’oxygene (ERO).

IIs peuvent a leur tour réagir avec d’autres molécules et étre a I’origine de la

multiplication des réactions d’oxydation et de la propagation de dommages oxydatifs.

NO ONOO- —— ONOOH — NO4-
OH®
\’ NOz'

HO,°
'&

0,°- _——."‘ Hy0, ——+ OHo —— H0

Ozo-{soo 020-4

H,0, OH® » RO, » ROOH
Cl 4MPO 020'%
HOCI RO°

Figure 3 : Formation en cascade des différentes especes oxygénées réactives a partir du
radical superoxyde (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

11.2.3. Roles des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des especes
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout
en étant des espéces indispensables a la vie. Ils remplissent en effet de tres nombreuses

fonctions utiles qui a part la phagocytose, ont été découvertes récemment.

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la
transduction de signaux cellulaires, a la defense immunitaire contre les agents pathogenes, a
la destruction par apoptose des cellules tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au

fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de

11
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I'ovule, a la régulation des genes (Favier, 2003), a la production énergétique, au reglement de

la croissance des cellules et a la signalisation intracellulaire.
11.3. Le stress oxydant

I1.3.1 Définition

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement maitrisée
par des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents.
Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est en
équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une
surproduction énorme de radicaux, I'excés de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier,
2003).

Chaque individu ne posséde pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes
alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou 1’environnement dans le quel
il vit (Diallo, 2005). L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible
moléculaire, de la sévérité de I'effort et du mécanisme par lequel I'effort oxydant est imposé
(Aruoma, 1999).

11.3.2. Origine du stress oxydant

Cette rupture d'équilibre, lourde de conséquence, peut avoir de multiples origines.
L'organisme peut avoir a faire face a une production beaucoup trop forte pour étre maitrisée,
qui sera observée dans les intoxications aux métaux lourds, les ischémies/reperfusions suivant
des thromboses, le dysfonctionnement de la chaine mitochondriale ; I’activation de systémes
enzymatiques ; la libération de fer libre a partir des protéines chélatrices ou d’une oxydation

de certaines molécules (Pincemail., et al, 2002).

Les radicaux libres sont produits pendant I'irradiation, par la lumiere UV, par rayons X
et par les rayons v, sont des produits des réactions métal-catalysées ; sont présent comme des
polluants dans I'atmosphére ; sont produits par des neutrophiles et des macrophages pendant
I'inflammation ; sont des sous-produits des réactions mitochondrie-catalysées de transport

d'électron et d'autres mécanismes (Valko., et al, 2006).

12
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L'ingestion d'alcool est suivie par la formation de radicaux libres, également des
antibiotiques, des anticancéreux. L’infection au VIH a pour effet d’accroitre la production de
radicaux libres dans I’organisme. Enfin, une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants

contribuera également a I’apparition d’un stress oxydant (Pincemail., et al, 2002).
11.3.3. Les conséquences du stress oxydant

Les consequences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la
dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront I'apoptose, alors que de
forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane
cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont
induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenese, malformation des feetus, dép6t de
protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépbt de lipides oxydés,
immunosuppression (Favier, 2003).

11.4. Les antioxydants

I1.4.1. Définition d’un antioxydant

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autre substrat oxydable et ainsi retarder ou
empécher I’oxydation de ces substrats. Les cellules utilisent de nombreuses stratégies anti
oxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour controler leurs niveaux d’especes

réactives de 1’oxygéne (Ibrahim, 2013).

11.4.2. Principaux antioxydants
A. Les antioxydants endogenes

La production physiologique d’ERO, est régulée par des systemes de défense composés
d’enzymes (superxoydedismutase, la catalase, glutathion peroxydase, héme oxygénase,
peroxyrédoxine...), de molécules antioxydantes de petite taille (glutathion, acide urique,

bilirubine, ubiquinone, ...) et de protéines (transferrine, ferritine, ...).

Enfin, un systeme secondaire de défense composé de phospholipases,

d’ADNendonucléases, de ligases et de macroxyprotéinases empéche 1’accumulation dans la

13
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cellule de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe a 1’élimination de leurs

fragments toxiques (Pincemail., et al, 2002)..

B. Les antioxydants exogénes

» Meédicaments : 1IIs constituent une source importante d’antioxydants.
Actuellement, les classes thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
antihyperlipoprotéinémiques, les béta-bloguants et autres antihypertenseurs ont été évalués
pour leurs propriétés anti-oxydantes.

» Antioxydants naturels
1- Vitamine C: On les trouve a profusion dans les fruits et les légumes. Utilisé comme
antioxydant de synthése dans les industries alimentaire.
2— Vitamine E ou tocophérol : Prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo
en capturant les radicaux peroxyles. Elle est présente dans les matieres grasses comme I'huile.
3— Le sélénium : Les effets bénéfiques de cet oligo-élément sur 1’organisme ne sont
connus que depuis un quart de siecle. 1l neutralise les métaux toxiques (plomb, mercure). Il
aurait aussi une action préventive sur certains cancers.
4- Le R-caroténe : Autre I’activité pro vitaminique A, posseéde la capacité de capter
I’oxygene singulier.
5—  Les composées phénoliques
5-1 Les flavonoides : Les relations structure-activités anti-oxydantes des flavonoides et des
composés phénoliques ont montré que ’activité anti-oxydante était déterminée par la position

et le degré d’hydroxylation.

5-2 Les tanins : Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques

produits au cours de la peroxydation.

5-3 Les coumarines : lls sont capables de prevenir la peroxydation des lipides membranaires
et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.
5-4 Les phénols : Les acides phénoliques, comme 1’acide rosmarinique, sont fortement

antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir propriétés des antivirales (Diallo, 2005).

11.4.3. Mécanismes d’actions des antioxydants

I1 y a deux options pour retarder la réaction d’oxydation :

14
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+¢+ Soit intercepter les radicaux libres responsables de la réaction en chaine ;

«¢+ Soit eviter la décomposition des hydroperoxydes dans les radicaux libres.

Ces deux options fournissent la base de classification des antioxydants sous forme

primaire ou secondaire selon leur mécanisme d’action (Ibrahim., et al, 2013).
11.4.4. Evaluation de la capacité antioxydant par des tests in vitro

Les antioxydants peuvent réduire les radicaux primaires par deux mécanismes : par
transfert d’¢lectron singulier ou par transfert d’atome d’hydrogéne. Les méthodes ABTS
(TEAC) et DPPH jouent sur le transfert 1’¢lectron singulier, alors que la méthode ORAC joue

sur le transfert d’atome d’hydrogéne.
11.4.5.Utilisations des antioxydants
On peut utiliser les antioxydants dans plusieurs domaines comme suivants :

» Dans I’industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie
pour protéger les métaux de I’oxydation ;

» Dans I’industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras ;

» Dans [’industrie teinturerie : pour éviter 1’oxydation des colorants au soufre ou des
colorants de cuve lourd lors de la teinture (Ibrahim., et al, 2013).
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111.1. Définition

Le brunissement consiste en un changement de coloration au cours du vieillissement des
aliments frais ou pendant la mise en ceuvre des différents procédes de fabrication ou de

conservation (Vamos-Vigyazo., et al, 1981).

Chez les végétaux, ces réactions qu’elles soient catalysées ou non par des enzymes, ne
sont genéralement pas souhaitables, car elles nuisent fréquemment & leurs qualités
organoleptiques et nutritionnelles, menant ainsi a des pertes économiques considérables pour

de nombreux produits (Lee., et al, 1995).

On appelle brunissement enzymatique la transformation par I’intermédiaire d’un
systeme enzymatique spécifique de composés phénoliques en polymeres colorés plus souvent
bruns ou noirs. Les pigments sombres formés sont désignés par le terme général de mélanines
par opposition au brunissement de Maillard qui est de type non enzymatique (Walker., et al,
1998).

111.2. Réactions du brunissement enzymatique

Le brunissement enzymatique peut avoir lieu lors de la croissance des fruits et 1égumes
ou durant I’endommagement mécanique lors du traitement et des manipulations post
récoltent, également lors de la conservation et des transformations technologiques (parage,
découpage, broyage pour la préparation des jus, déshydratation, conservation au froid et
congélation). La formation des pigments bruns n’est cependant pas toujours indésirable ; un
certain degré de brunissement est en effet recherché lors de la maturation des fruits secs
(dattes, pruneaux et raisins...) (Fidjel, 2016).

Ce phénomeéne se traduit par I'oxydation et la polymérisation des composés phénoliques
comme résultat de ['activité enzymatique des polyphénoloxydases (PPO) et/ou des
peroxydases (POD) est qui pouvant conduire a la formation de pigments bruns.

Les PPO et la POD sont largement détectées dans de nombreux fruits et Iégumes et sont
étroitement liées au changement de couleur avec la perte conséquente des propriétés

sensorielles et de la qualité nutritionnelle (Robinson, 1991).
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Le produit initial de I’oxydation est habituellement le O-quinone qui est hautement
instable, ce dernier subit une polymérisation pour donner des pigments bruns de haut poids

moléculaire (figure 4) (Barba., et al, 2016).

Anthocyanes
oxydées Anthocyanes

réaction cowuplde
non ensymatique

R-SH

2 > o
OH P o 5 2
PO polymérisation
= PIGMENTS BRUNS
réactions irréversibles

o-diphénol o-quinonc rnorn enymatiques

AN

réversion possible par "acide ascorbique

ADHA

o-diphénol

Figure 4 : Réactions enzymatiques du brunissement (Macheix., et, 1990).
111.3 Localisation des composés phénoliques et des enzymes d’oxydation

Les enzymes de brunissement enzymatique sont localisés dans les différents organes de
plantes supérieures : feuilles, fruits, fleurs, racine, tiges et organes de réserves. Leur
expression varie selon 1’espéce et le degré de maturité. Ainsi, dans la pomme immature, on
trouve les activités enzymatiques uniformément réparties dans le fruit alors qu’a maturité ces
enzymes sont localisées au niveau de la peau et de la pulpe (Macheix, et al, 1990). Bien que
I’activité de ces enzymes soit généralement retrouvée dans tous les tissus végétaux, le
brunissement enzymatique ne se produit pas sur un végétal sain du fait de I’absence de
contact entre les enzymes et leurs substrats. En effet, les substrats du brunissement
enzymatique, principalement des composés phénoliques solubles, sont stockés dans les
vacuoles, alors que les enzymes sont pour la plupart d’entre elles situées dans les organites

cellulaires : mitochondries, chloroplastes et cytoplasme ou dans la paroi (figure 5).

Les enzymes du brunissement se trouvent soit sous forme soluble dans le cytoplasme,
c’est le cas des PPO des champignons et des végétaux supérieurs, soit sous forme intégrée aux
membranes des organites (membranes internes des chloroplastes, des mitochondries et des

peroxysomes), c’est le cas des PPO de pomme et d’olive. On les retrouve aussi sous forme
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associee aux parois pictocellulosiques comme par exemple la PPO de bananes ou a la

membrane des graines d’amidon comme c’est le cas de la PPO de la pomme de terre.

Le déclenchement de la réaction du brunissement enzymatique nécessite donc une dé
compartimentation cellulaire préalable soit par des facteurs naturels au cours de la maturation,
soit suite aux attaques du végétal par les micro-organismes ou a I’intervention humaine au
cours des traitements des différents processus technologiques (fabrication, transformation,
conservation) mettant les enzymes en contact direct avec leurs substrats provoquant ainsi le

déclenchement du phénomene du brunissement (Macheix., et al, 1990) .

Paroi cellulaire

Vacuole

Réticulum endoplasmique

-

@ Ribosomes
= A 97%0 d és phénoli
d - L ! € COmposes ENnOollgques
L Mitochondrie P q
S =5
A% de composés phénoliques roo

Figure 5: Localisation des composés phénoliques et des enzymes d’oxydation (Toivonen., et
al, 2008).

I11.4. Les enzymes du brunissement enzymatique

Les enzymes impliquées dans les réactions du Dbrunissement sont soit des
polyphénoloxydases (PPO) dont le substrat oxydant est 1’0xygéne et/ou des peroxydases
(POD) ou le substrat oxydant est le peroxyde d’hydrogéne. A cause de leur haute affinité pour
les substrats naturels, la PPO est considérée comme 1’enzyme clé du brunissement. L’ampleur
de la participation des peroxydases dans le brunissement enzymatique des fruits et légumes
est demeurée sujet a controverse, car le peroxyde d’hydrogene est généralement présent a des
concentrations trés faibles dans les cellules végétales et 1’activité peroxydasique est
rapidement bloquée par les premiéres quinones formées par les PPO (Lopez-Serrano., et al,
2002).
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111.4.1. Polyphénoloxydase (PPO)

La principale enzyme responsable de la réaction de brunissement est la
polyphénoloxydase, méme si un effet de synergie possible entre la polyphénoloxydase et la

peroxydase a eté suggéré (Tomés-Barberan., et al, 2001).
111.4.1.1.Nomenclature

La PPO existe sous deux formes avec comme critére de différenciation, la spécificité
vis-a-vis des substrats phénolique. Par ailleurs, c’est le terme de polyphénoloxydase qui est

généralement utilisé (Walker., et al, 1998)

» La laccase (EC 1.10.3.2) qui catalyse I’oxydation aussi bien d’o- que de p-diphénols.
Elle est secrétée en abondance par les champignons au cours de leur croissance (Perry., et al,
1993). Cette activité est absente chez les fruits et 1égumes, bien qu’elle ait été détectée chez la
péche et I’abricot vraisemblablement suite a une contamination bactérienne.

» La catéchol oxydase a laquelle on attribue deux types d’activités. L’activité
crésolasique, renommée monophénolmonoxygénase (EC 1.14.18.1) qui est capable
d’hydroxyler les monophénols en o-diphénols ; ces derniers sont alors oxydés en o-quinones.
L’activité crésolasique est connue depuis longtemps chez les champignons, mais a été
détectée plus récemment chez la pomme de terre, la péche, le raisin, la pomme, I’avocat et la

salade (Nicolas., et al, 1994).
111.4.1.2. Mécanisme réactionnel et substrats

En présence d'oxygéene, la PPO catalyse I'nydroxylation de monophénols aux o-
diphénole(I’activité crésolase) et l'oxydation des o-diphénols a leurs o0-quinones
correspondants (I’activité catécholase) (Figure 6).Ces enzymes sont capables d'insérer de
I'oxygéne dans une position ortho a un groupe hydroxyle existant dans un cycle aromatique,
suivi de l'oxydation du diphénol a la quinone correspondante ; I'oxygéne moléculaire est

utilisé dans la réaction (Mayer., et al, 2006).
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Figure 6 : Réactions catalysées par les polyphénolydases (Marusek., et al, 2006)

a) Acides phénols: Les acides phénoliques constituent I'une des principales classes de
métabolites secondaires; ces composés contiennent un cycle benzene hydroxylé avec un
ou plusieurs groupes carboxyle attachés directement ou indirectement a ce cycle. Ils sont
représentés par les acides hydroxybenzoiques et les acides cinnamiques (Nicholson., et al,
2006) (Figure 7a et b)

L’acide chlorogénique (ester de 1’acide caféique) apparait largement dans les fruits, il
est le substrat principal impliqué dans le brunissement enzymatique des tissus des fruits
coupés ou endommagés suite a une exposition a ’air car il est le substrat ayant une plus

grande affinité pour la PPO au c6té de la catéchine (Barba.,et al, 2016).

b) Flavonoides : Les flavonoides sont comptés parmi les plus abondants groupes de produits
naturels présents dans les plantes. Parmi les flavonoides, les substrats majeurs impliqués
dans le brunissement enzymatique, flavonols, flavanols et anthocyanidines (Marshall., et
al, 2006).

¢) Produits de la réaction du brunissement

La réaction du brunissement enzymatique conduit a la formation des quinones de
couleur jaune, trés instables et qui réagissent soit avec des polymeéres de haut poids
moléculaire ou forment un complexe macromoléculaire avec des acides aminés et des
protéines. Ces composes intermediaires donnent lieu a des pigments désignés par le terme
général de mélanines. Leur teinte finale est brune ou noire, mais il existe des intermédiaires de

couleurs diverses: rose, rouge, bleue-noire (Toméas-Barberan., et al, 2001)

La formation des quinones est a la fois dépendante de I’enzyme et de I'oxygene; une fois

que cela a eu lieu, les réactions suivantes se produisent spontanément et ne dépendent plus de
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la présence de la PPO ou de l'oxygene. (Joslyn., et al, 1951) ont résumé ces réactions
chimiques qui peuvent expliquer la formation des mélanines brunes: La premiére réaction est
considérée comme une hydroxylation secondaire de I'o-quinone ou d'un exces de I’o-

diphénol, Les composés résultant (trihydroxybenzénes triphénoliques) réagissent avec les o-

quinones pour former les hydroxyquinones.

OH O OH
t .OH i O H>O 2
ou OH
€))
OH OH O
OH . OoH
+ —)
O \o |
OH O O ou O
(b)

Figure 7 : Les étapes de formation des mélanines brunes: (a) hydroxylation secondaire de I'o-

quinone ; (b) formation des hydroxyquinones

Les hydroxyquinones subissent une polymérisation et sont progressivement convertis en
polymeres rouges bruns, et enfin aux mélanines brunes qui apparaissent sur le site de la

blessure du tissu végétal (Matheis., et al, 1984).
111.4.2. Peroxydases (POD)

Les peroxydases firent partie des premiéres enzymes étudiées aprés observation de
I'apparition d'une coloration intense en présence de peroxyde d'’hydrogéne (H,0.), de gaiacol
et d'extraits animaux ou végétaux (Delannoy., et al, 2004). En effet, I'implication de la POD

dans le brunissement est rapportée par de nombreux chercheurs.
111.4.2.1. Nomenclature

L’activité de la peroxydase a été identifiée chez les plantes (cytochrome c peroxydase,
I’ascorbate peroxydase, ...), les micro-organismes et les animaux (myélo-peroxydase, la lacto-

peroxydase, la thyroido-peroxydase, ...). (Welinder, 1992).
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Les peroxydases des plantes sont-elles mémes divisées en 3 classes: la classe |
renferme les POD des procaryotes, la classe 1l renferme les POD fongiques sécrétées et enfin

la classe 111 qui renferme les POD végétales sécrétees.

A. Peroxydase de classe | : Elle renferme les peroxydases d’origine procaryotique dont
le cytochrome C- peroxydase (CcP) de Saccharomyces cerevisiae, les ascorbates peroxydases
(AsP) et les catalase-peroxydases (CaP) bactériennes. Ces peroxydases se localisent dans la

vacuole et les mitochondries (Faguy., et al, 2000).

B. Peroxydase de classe Il : Elle contient les peroxydases sécrétées par les champignons.
Leur structure ressemble beaucoup a celle des peroxydases de classe Ill. Ces enzymes
impliquées dans la degradation de la lignine sont présentes chez un grand nombre de
champignons notamment les basidiomycétes. Elles sont en général induites dans des
conditions de carence nutritionnelle pour le champignon, méme s’il existe de nombreuses
exceptions. Parmi les peroxydases de la classe Il on cite : les lignines-peroxydases (LiP)
(EC 1.11.1.14), qui oxydent un grand nombre de composés aromatiques non phénoliques
dérives de la lignine; les peroxydases a manganese MnP (EC 1.11.1.13), qui oxydent la
lignine et les composés phénoliques qui en dérivent via I’oxydation du M"%* en M™* qui sert

d’intermédiaire d’oxydoréduction; et les versatiles peroxydases VP (EC 1.11.1.16) .

C. Peroxydase de classelll: Ces peroxydases sont sécrétées dans I’espace
extracellulaire ou dans la vacuole. Elles sont en majorité végétale, telles que les peroxydases

de navet, tabac, tomate, pomme, d’épinard...etc. (Schuller., et al, 1996).

Le nombre et la concentration des peroxydases des plantes varient en fonction du type

tissulaire, de I'age de la plante ainsi que les conditions de stress abiotique (Martinez, 1997).

Les peroxydases ont été détectées dans tous les organes de la plante et a différents
stades de développement. Elles sont secrétées dans la paroi ou dans le milieu environnant.
Outre la paroi et I’apoplasme qui semblent étre des lieux privilégiés de leur action

(Sukalovié., et al, 2003)
111.4.2.2. Mécanisme réactionnel et substrats

La peroxydase (EC 1.11.1.7) est un groupe d'enzymes qui catalyse des réactions

d'oxydation en réduisant le peroxyde d'hydrogene a de I'eau tout en oxydant une variété de

22



(L EANNRIIN | e Brunissement enzymatique

substrats, ces derniers sont des donneurs d'hydrogéne, comme les composés phénoliques, les
nitrites, l'acide ascorbique et les amines en plus des précurseurs de lignine, de l'auxine ou
certains d’autres métabolites secondaires. La réduction de I’H,0, est réalisée en prenant des
électrons a partir de ces diverses molécules donneuses (Hiraga., et al, 2001). C’est a cause de
son rble de catalyse de Il'oxydation des composés phénoliques, en présence du peroxyde
d'’hydrogéne et qui conduisant a la formation de produits de dégradation bruns. Les dommages
mécaniques, la pourriture, la sénescence conduisent a la désorganisation cellulaire et initient

la décomposition (Mann., et al, 2008).
I11.5. Controle et prévention du brunissement enzymatique

La prévention du brunissement enzymatique a toujours été un défi aux scientifiques.
Avec une meilleure connaissance du mécanisme des réactions du brunissement, il sera
possible de proposer des processus qui évitent ou réduisent au minimum ce phénomene
(Nicolas., et al, 1994).

De nombreux travaux ont été consacrés a la recherche d’inhibiteurs du brunissement
enzymatique et plusieurs techniques et mécanismes ont été développés afin de maintenir la
qualité, prolonger la durée de conservation de produit végétal et commander I’activité de ces

enzymes. Ces mécanismes agissent sur un ou plusieurs facteurs de la réaction telle que :

e L’¢limination de I’oxygéne a la surface des fruits et légumes ;

¢ Inhibition des enzymes de la réaction ;

e Modification des substrats et/ou les produits du brunissement enzymatique ;

e [’abaissement de pH est trés efficace pour I’inactivation des peroxydases végétales

o Utilisation des agents chélateurs de métaux.

111.5.1. Méthodes physiques

Elles ont pour objectif I’inactivation des enzymes de brunissement, parmi ces
techniques on peut citer : le traitement hydrostatique par pression élevée, I’irradiation gamma,
champ électrique pulsé et le traitement thermique (soit par blanchiment ou congélation) qui
est la methode la plus répandue pour stabiliser les fruits et legumes en raison de sa capacité

pour détruire des micro-organismes et pour inactiver des enzymes.
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Le blanchiment est I’'une des méthodes les plus efficaces et les plus appliquées pour
contréler du brunissement enzymatique, cependant, cette méthode ne peut étre utilisee dans
les procédés de transformation des fruits et légumes frais (Martinez., et al, 1995). Les
températures appliquées lors du blanchiment varient considérablement en fonction du végétal
a traiter et des enzymes a inhiber. En général, une exposition des enzymes du brunissement a
des températures de 1’ordre de 70-90 °C entraine la destruction de leur activité catalytique,
mais le temps requis a I’inactivation dépend du végétal. En contrepartie, cette technique peut
étre désavantageuse, car elle a comme conséquences des changements de saveur, texture,

couleur et des pertes en vitamines et d’autres composants (Marshall., et al, 2006).

La congélation consiste a conserver des fruits et legumes a basse température (des
températures inférieures a -18 °C). L’abaissement de la température a pour effet de ralentir
I’activité métabolique des tissus végétaux du fait de la diminution de la quantité d’eau
disponible a 1’état liquide ce qui provoque une inactivation des enzymes. Cependant, a ces
températures-13, il ya la formation des cristaux d’eau qui provoquent des dommages au niveau
des structures cellulaires des organes des végétaux, ce qui met en contact les enzymes et leurs
substrats, et le brunissement commence encore une fois quand la température en voisine 0 °C
(Nicolas., et al, 1994).

111.7.2. Méthodes chimiques

Le traitement chimique est généralement le plus utilisé pour empécher le brunissement
enzymatique ; cependant, I’utilisation de ces composés chimiques dans les produits
alimentaires est limitée aux composes qui sont non-toxiques et qui ne changeant ni le gout ni
la saveur des produits alimentaires. Ces inhibiteurs chimiques peuvent affecter I’enzyme, les
substrats ou les produits de la réaction. Les substances les plus utilisées sont les sulfites et

I’acide ascorbique (McEvia., et al, 1992).

Les sulfites, en particulier sulfite de sodium, bisulfite de sodium et méta-bisulfite de
sodium, constituent le moyen le plus efficace et le moins cher pour lutter contre le
brunissement enzymatique (Eskin, 1990). Ils agissent comme des agents réducteurs en
empéchant la formation des mélanines, car les sulfites se combinent avec les quinones pour
former des suffoquions, comme ils peuvent induire [I’inactivation des enzymes du
brunissement en provoquant la réduction de leurs ponts disulfures. Cependant, bien que ces
additifs soient efficaces, I’Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS) a recommandé la
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limitation de leurs utilisations, autant que possible dans le traitement des produits
alimentaires, selon ’OMS la dose journaliére autorisée de SO, est de 0,7 mg/kg du poids

corporel (Rapeanu., et al, 2006).

L’Acide ascorbique (AA), est I’agent réducteur le plus connu alternatif aux sulfites. 1L
est généralement employé comme un agent anti-brunissement dans la fabrication des jus de
fruits, fruits et légumes en boite et des tranches de fruits coupés congelés. L’acide ascorbique
(Vitamine C) empéche la formation des pigments bruns en réduisant les quinones en phénols
initiaux (figure 8), il agit également comme un piégeur d’oxygene libre. Il est capable en outre
de chélate le cuivre du site actif de la PPO. Cependant, le brunissement reprend juste apres

I’épuisement de I’acide ascorbique (Ashie., et al, 1996).

La vitamine C est en général employée avec d’autres inhibiteurs pour une meilleure
prévention du brunissement, une combinaison d’acide ascorbique avec 1’acide citrique est

plus efficace que I’acide ascorbique seul (Eskin, 1990).
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Figure 8 : Réduction des quinones par I’acide ascorbique (Walker, R., 1976).

Il existe d’autres substances chimiques qui peuvent se substituer aux sulfites. Parmi ces
inhibiteurs chimiques se trouvent le polyvinylpolypyrrolidone (PVPP), le charbon actif, la
bentonite, les cyclodextrines, les chitosans, les composés chélateurs de métaux qui réagissent,
ou certains acides, organiques ou non tels que I’acide malique, tartrique, malonique,
phosphorique ou chlorhydrique qui peuvent également étre employés a différents niveaux de
la réaction. Cependant, leur prix et leur effet sur la qualité gustative des aliments représentent

leurs principaux inconveénients (Lopez-Nicolas., et al, 2007).
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Par ailleurs, malgré la multitude des traitements chimiques et physiques agissants contre
le brunissement enzymatique et I’innocuité remise en question des sulfites, aucun substitut
efficace, peu cher, pratique et sans effet néfaste sur les propriétés organoleptiques des produits
alimentaires n’a pu servir d’alternative a ce produit, d’autre coté, la demande actuelle des
consommateurs se tourne de plus en plus vers une alimentation naturelle dépourvue d’additifs
synthétiques. Ce qui a pousser les chercheurs a découvrir de nouveaux inhibiteurs d’origine
naturelle provenant de plantes médicinales les plus variées, tels que I’acide gallique, la
barbarine, extraits de plantes médicinales, ou encore le miel qui est utilisé comme un

inhibiteur non compétitif de la PPO, grace a sa richesse en antioxydants (Chen., et al, 2000).
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[CHAPITRE I] Matériel et méthodes

I.1. Matériel végetal

Notre travail a porté sur 1’étude des propriétés antioxydants et anti-enzymes de
brunissement des feuilles et des tiges de 1’espéce Marrubium vulgare L. Les feuilles et tiges
de cette espéce, ont été récolté a partir la région de Birgh balou de la wilaya de Bouira. La

cueillette a été réalisée de maniére aléatoire en Février 2018.
1.2. Extractions organique et aqueuse

1.2.1. Préparation de la poudre végetale

Une fois récoltées, les feuilles et les tiges de 1’espece de Marrube ont été nettoyées a
I'eau courante et débarrassé de la poussiere et d’autres impuretés, puis mises a sécher a
I’ombre, a température ambiante et sous aération continue pendant 20 jours. Puis broyées a
’aide d’un moulin a café jusqu'a 1'obtention d’une poudre homogéne et tamisée a I’aide d’un

tamisseur manuelle de 220um de diametre.

La poudre fine e obtenue a été conservée dans des récipients en verre hermétiquement

fermés, étiquetes et stockeés a I'abri de la lumiére et de I'numidité jusqu'a utilisation.
1.2.2. Préparation des extraits de feuilles et de tiges

La méthode d'extraction utilisée dans cette étude est la macération. Elle consiste en
une extraction solide- liquide, la poudre végétale est mise en contact prolongé avec un solvant

et sous agitation pour extraire les principes actifs.

» Extraction méthanolique : L'extraction est réalisée selon la méthode décrite par Fallah.,
et al, 2008). 25¢g de poudre de feuilles et de tiges ont étés macérée dans 250 ml de méthanol a
80 %, (P/V: 1/10), sous agitation pendant 30 minutes a température ambiante et a l'abri de la
lumiere afin d'éviter les phénomenes d'oxydation. La macération a été poursuivie sans
agitation durant 24 heures a 4°C. Le macérat a été filtré sur papier Wattman N°3, et le filtrat
obtenu a été évaporé a sec dans I'étuve a 40°C. L'extrait méthanoique récupéré a été conservé

dans des flacons en verre hermétiquement fermés et a I'abri de la lumiere.

» Extraction aqueuse : L'extraction aqueuse a été réalisée selon la méthode décrite par
Perez, (2010).
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20g de poudre des feuilles et des tiges ont été portés a reflux pendant 3 heures a 60°C
dans 200ml d'eau distillée. Le macérat ainsi obtenu a été filtré sur papier Wattman N°3 puis
évaporé dan I’étuve a 40°C. L'extrait queue récupéré a été conservé dans des flacons en verre

hermétiquement fermés et a I'abri de la lumiere.
1.2.3. Calcul du rendement

Les taux d’extraction ont été calculés par rapport a la matiére séche initiale selon la

formule suivante :

Taux d'extraction (%) = {PES / PP1} x 100

-PES : poids de I’extrait sec (g) ;

- PPI : poids de la poudre initial (g).
1.3. Dosages des composés phenoliques

1.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des phénols totaux des extraits aqueux et méthanolique été effectué par la
méthode adaptée par Singleton., et al, (1965) modifié par Ceo., et al, (2013).

C'est une méthode basée sur I'utilisation du réactif de Folin-Ciocalteu qui est constitué
d’un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique
(HsPMo012040) de couleur jaune. Le réactif est réduit lors de I'oxydation des phénols en un
mélange d'oxydes bleus de tungsténe(WsO23) et de molybdéne (MosOz3), d'une coloration
bleue foncée. La coloration produite, dont la longueur d'onde d'absorption maximum est
comprise entre 725 et765 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans
les extraits (Georgg., et al, 2005).

Un volume de 1,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (0,1N) est ajouté a 200 ul de la
solution d'extrait méthanolique ou aqueux préalablement dilués. Aprés 5 min d'incubation a
I'obscurité, 1,5 ml d'une solution de carbonate de sodium a 6% est additionné au milieu
réactionnel. L'absorbance est mesurée a765 nm apres 2 heures d'incubation a température
ambiante par un spectrophotomeétre du type «Optizen 3220UV». Le blanc a été préparé dans

les mémes conditions réactionnelles sans extrait.
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La quantité des polyphénols totaux contenue dans 1’extrait végétal est exprimée en
milligramme équivalent d'acide gallique par gramme de matiere séche (mg EAG/g MS) en se
référant & une courbe d'étalonnage réalisée dans les mémes conditions avec comme
polyphénol de référence I'acide gallique. Les différentes expériences ont été réalisées trois
fois de fagon indépendante.

1.3.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides dans les extraits de marrube a été déterminée par la méthode

colorimétrique décrite par Arvouet-Grand., et al, (1994).

En présence du trichlorure d'aluminium (AICI3), les flavonoides sont susceptibles de
former des complexes de couleur jaunatre et cela grace a leurs groupements (OH) libres en

position C3 ou Cs et de I'oxygene en Cy4 (figure 9).

S LS - + AlCI3

AN |
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Figure 9: Réaction de chélation de trichlorure d'aluminium avec les flavonoides

1 ml du trichlorure de I'aluminium (AICI3) a 2% a été mélangé avec 1mld'extraits. Des
lectures d'absorption a 415 nm ont été prises aprés 10 minutes d'incubation a I'obscurité et a
température ambiante contre un témoin préparé dans les mémes conditions et sans extrait de

marrube.

La concentration des flavonoides est exprimée en milligramme d'équivalent de
quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ/g MS) en ce référent a une courbe
d'étalonnage etabli dans les mémes conditions avec la quercétine comme flavonoide standard.

Les differentes expériences ont été réalisées trois fois de facon indépendante.
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1.3.3. Dosage des flavonols

La teneur en flavonols dans les extraits de marrube a été déterminée selon la méthode

décrite par Kumaran., et al, (2007).

250ul d’extrait a été mélangé avec 250ul du trichlorure de I'aluminium (AICl3) & 2%,
suivi par l'ajout de 1,5ml d’acétate de sodium a 5%. Des lectures d'absorption a 440 nm ont
été prises apres 2heures et 30 minutes d'incubation a l'obscurité et a température ambiante

contre un témoin préparé dans les mémes conditions sans extrait de marrube.

La concentration des flavonols est exprimée en milligramme d'équivalent de quercétine
par gramme de matiére seche (mg EQ/g MS) en ce référent a une courbe d'étalonnage établi
dans les mémes conditions avec la quercétine comme flavonols standard .Les différentes

expériences ont été réalisées trois fois de fagon indépendante.
1.3.4.Dosage des tanins condensés

La teneur en tanins condensés dans nos extraits a été effectué selon la méthode décrite
par Chew., et al, (2011).

0,5 ml d'extrait brut a d'abord été mélangé avec 3 ml de vanilline a 4%, puis 1,5 ml de
HCI sont ajoutés. Le mélange a été stocké a I'obscurité a température ambiante pendant 15
minutes. L’absorbance du mélange a été mesurée a 500 nm contre le blanc en utilisant un
spectromeétre de lumiere UV. Chaque extrait a été analysé en triple et les résultats ont été
exprimés en milligrammes d'équivalent catéchine par gramme de matiere seche (mg CE / g
MS).

1.4. Evaluation du pouvoir antioxydant

1.4.1. Test du DPPH

De point de vue méthodologique, le test du radical libre DPPH est recommandé pour
des composés contenant les groupes SH, NH et OH (Salah., et al, 1995).

Cette technique consiste a mettre le radical libre DPPH (de couleur violette), en
présence de 1’antioxydant, ce qui provoque sa réduction et I’apparition d’une couleur jaune.

Ce changement se traduit par une diminution de 1’absorbance.
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Figure 10:Structure et spectre d’absorbance UV/Vis du radical DPPH. et de sa forme réduite
DPPH (Dransfield., et al, 2000).

Pour déterminer le role anti-radicalaire de nos extraits par le test DPPH nous avons
utilisé la méthode décrite par Masuda., et al, (1999).

Un volume de 1 ml de la solution méthanolique du DPPH (0.1 Mm) est ajouté a 1ml
d’extrait & des concentrations allant de 20 & 220ug/ml. Parallélement, un contrdle négatif a été
préparé en mélangeant 1 ml du méthanol ou d’eau distillée avec 1 ml de la solution de DPPH.
Apres 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, une 1’absorbance est
faite a 517 nm. Le contrble positif est représenté par une solution de deux antioxydants
standards ; I’acide gallique et la quercetine dont 1’absorbance a été mesurée dans les mémes

conditions. Le test est répéteé trois fois de facon indépendante.

Le pouvoir antioxydant des extraits de plantes évalué par le test du DPPH est exprimé

en pourcentage de réduction du radical DPPH« selon la formule suivante :

% | = [Ao- (A1— A2) / Ao] x 100

Avec :

% | = pourcentage de piégeage du radical DPPH ;
A0 = DO du témoin (méthanol + DPPH) ;

Al = DO de I'extrait + DPPH ;

A2 = DO du blanc (extrait + méthanol).
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L’efficacité de piégeage du radical DPPH est évaluée en EC50, qui correspond a la

concentration de I’extrait végétal présentant un taux de réduction du radical DPPH* de 50%.
1.4.2. Test du radical ABTS+

Le test ABTS ou Test TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Capacité) est basé sur la
capacité d’un antioxydant & stabiliser le radical cationique ABTS '+ (acide 2,2’-azinobis (3-
éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique). En milieu réactionnel le radical cationique ABTS + de
couleur verte bleue intense, généré par I’oxydation de I’ABTS avec un sel fort tel que le
persulfate de potassium qui réagit avec un donneur d’hydrogene (H") pour donner une forme

non radicalaire et non colorée (figure 11) (Lee., et al, 1995).

ABTS ABTS"™

ABTSH®

Figure 11: Formation et piegeage du radical ABTS"+ par un donneur de H".

Une comparaison est faite avec la capacité du Trolox (analogue structural hydrosoluble
de la vitamine E) & capturer le radical ABTS"".

L’activité antiradicalaire des extraits a été évaluée par le piégeage des radicaux
ABTS "selon la méthode de Van den berg.,et al, (1999).

Le radicale ABTS "est obtenue en mélangeant une solution de 7 mM d'ABTS avec une
solution de 2,45 mM du persulfate de potassium (K,0sS;). Le mélange est conserve a 1’abri
de la lumiére et a température ambiante pendant 16 heures. Ensuite la solution d’ABTS "est

diluée avec de I'eau distillée pour obtenir une absorbance de 0,700 = 0,02 a 734 nm.

A 1,9 ml d’une solution ABTS'", 100 ul de solution d'extrait a différente concentration
sont ajoutés. Apres 7 minutes d’incubation a 1’0bscurité et a température ambiante,

I’absorbance est mesurée a 734 nm. Le contrble positif est représenté par une solution d'un
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antioxydant standard (le Trolox). L'absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que

les échantillons. Pour chaque concentration le test a eté réalise en triplicatas.

Le pourcentage de 1’activité scavenger du radical ABTS des extraits est calculé comme suit :

% d'Inhibition = [(Ac-A1)/ Ad] x 100

Avec :

% d'inhibition : Pourcentage d’inhibition de radical ABTS + ;
A0 : Absorbance du contrdle (contenant seulement I’ABTS) ;
Al : Absorbance de I’extrait + ABTS.

Le pouvoir antioxydant par le test ABT sera exprimé en termes de TEAC (Capacité
Antioxydante Equivalente Trolox) qui correspond & la concentration de Trolox ayant la méme
activité que la substance a tester a une concentration. Le résultat est donné en uM ou mM

d’équivalent Trolox par g de matiere séche (uM ET/ g MS).
1.4.3.Test de reduction du fer (FRAP)

Le test de FRAP est basé sur la réaction de réduction du fer ferrique ( Fe**) présent dans
le complexe ferrocyanure de potassium (KsFe(CN)s) en un fer ferreux (Fe**) par un
antioxydant (AH) (figure 12). Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux
une coloration bleu vert intense apparait trés rapidement. (Amarowicz, 2004).

| ‘: (]
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Fe (II)-TPTZ Fe (II)-TPTZ

Figure 12 : Réduction du fer ferrique en fer ferreux par un antioxydant (AH).
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Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits est déterminé selon la méthode

décrite par Oyaizu, (1986) rapportée par Amarowicz., et al. (2004).

Un millilitre de P’extrait a différentes concentrations ont mélangé avec 2,5 ml d’une
solution tampon phosphate a 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d’une solution de ferricyanure de
potassium KsFe(CN)ga 1%. Le mélange est incubé a 50°C au bain-marie pendant 20 min. 2,5
ml d’acide trichloracétique a 10% ont été ajoutés pour stopper la réaction. Une centrifugation
a 3000 rpm pendant 10 min a été realisée. 2,5 ml de surnageant ont été mélangé a 2,5 ml
d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H,0) a 0,1%. L’absorbance
a été mesurée & 700 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions, en remplacant
I’extrait par de I’eau distillée. Le contrdle positif est représenté par une solution d'un

antioxydant standard ; le butyl-hydroxyanisol (BHA).
1.4.4.Test de blanchiment au g -Caroténe

Le test antioxydant utilisant le blanchiment R-caroténe a été déterminé selon le

protocole précédemment décrit par Koleva., et al, (2002).

0,5 mg de B -caroténe a éte dissous dans 1 ml de chloroforme et mélangé avec 25ul
d'acide linoléique et 200l de tween 20.Le chloroforme a été évaporé sous vide a 40 °C, puis,
100 ml de I’cau distillée a été ajoutée. 2,5 ml de I'émulsion obtenue ont été transférés dans
différents tubes contenant 500ul de I’extrait. Les tubes ont été immédiatement incubés dans
un bain marie a 50 ° C pendant 120 min et I'absorbance a été mesurée a 470 nm avant et apres
le traitement de chaleur. Un témoin blanc a été effectué en paralléle. Le BHT a été utilisé
comme contrdle positif et tous les tests ont été réalisés en triplicata.

I.5.Mesure de P’activité anti-enzymatique

Les activités anti-enzymatiques ont été évaluées par les enzymes utilisées dans le
processus du brunissement enzymatique: la PPO et la POD.A cet effet, la source végétale de

ces enzymes a éte utilisées est le chou rouge.
e Preparation des extraits enzymatique

L'extraction des enzymes est réalisée selon le protocole décrit par Ponce., et al, (2004).
Le chou utilisés dans I'étude a été nettoyé puis broyé et homogénéisés a I'aide d'un mélangeur
électrique a grande vitesse pendant 3 min avec 30 ml d'eau distillée a 4°C. Une filtration a
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I'aide de deux couches de la gase et une centrifugation a1000 g pendant 15minutes a 4°C ont

été réalisées. Le surnageant obtenu a éte utilisé comme extrait enzymatique.
1.5.1. Mesure de P’activité anti-peroxydase

L’inhibition de la peroxydase par les extraits de feuilles et tiges de marrube a été
mesurée par méthode colorimétrique en utilisant le protocole décrit Ponce., et al, (2004).
L’activité anti peroxydase a été mesurée en présence et en absence des extraits en utilisant le
gaiacol comme substrat et le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) comme donneur d’hydrogéne.
L’oxydation enzymatique du gaiacol génére du tetragaiacol (figure 13), composé rouge

rouille qui absorbe la lumiere a environ 470 nm.

Guaascol - 1,0 R — tetraguaacol + HAO

H,CO OCH

O+
Guaacol Tetraguasacol
O c.
CCH, l

Figure 13: Oxydation du gaiacol en tetragaiacol (Corban., et al, 2011).

2,87 ml de la solution de substrat constituée de 10 ml de gaiacol a 1%, 10 ml de
peroxyde d'hydrogéne (0,3%) et 100 ml de tampon phosphate (0,05 M, pH= 6,5), 0,03 ml
d’extrait et 0,1 ml d’extrait enzymatique ont été ajoutés. L’activité enzymatique a été suivie

par mesure de la variation de I’absorbance a 470 nm pendant 5 min a température ambiante.
» Expression du taux d’inhibition (%)
Le taux d’inhibition de la peroxydase exprimé en pourcentage est calculé comme suit:

Taux d’inhibition (%) = Activité initiale*—Activité résiduelle**x 100

Activité initiale*
* Activité enzymatique (ADO /min) mesurée en absence d’extrait de marrube.

**Activité enzymatique (ADO /min) mesurée en présence d’extrait de marrube.
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1.5.2. Mesure de P’activité anti-polyphénoloxydase

Le protocole établi par Lee., et al, (2007). A permis la mesure de l'activité de la
polyphénoloxydase par une méthode spectrophotométrique. Le substrat utilisé dans ce
protocole est le pyrocatéchol. L’oxydation du pyrocathécol se traduit par l'apparition de la

couleur rouge-brun.

1 ml dextrait de feuilles et tiges de marrube a été mélangé a 0,1 ml de l'extrait
enzymatique et 0,9ml de tampon phosphate (50 mM, pH6, 8). La solution formée a
étéincubéependant5 minutes a 25°C.1ml de pyrocatéchol a 0,2 M a été ajouté. La variation de
la DO a été suivie a 420 nm durant 1 minute. Le taux d'inhibition de la polyphénoloxydase a

été calculé selon la relation suivante :

Taux d’inhibition (%) = Activité initiale*-Activité résiduelle**x 100

Activité initialed
*Activité enzymatique (ADO /min) mesurée en absence d’extrait de marrube.
**Activité enzymatique (ADO /min) mesurée en présence d’extrait de marrube.

1.6.Analyse statistique

Trois essais sont été réalisés pour chaque échantillon. Les résultats ont été présentés
sous forme de moyen =* écart type a I'aide du logiciel Microsoft Office Excel 2007.L"analyse
statistique a été effectuée par le test ANOVA/MANOVA en utilisant le logiciel STATISTICA
5.5.
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11.1. Taux d'extraction

L’extraction des principes actifs des tiges et des feuilles de Marrubium vulgare L est
réalisée par macération en utilisant le méthanol et I’cau distillée comme solvant d’extraction.
Le taux d'extraction des deux parties de 1’espéce marrube a été calculé par rapport a la masse

de la poudre initiale.

Le tableau IV suivant résume le pourcentage des principes actifs que renferment les

feuilles et les tiges de M. vulgare L.

Tableau 1V : Taux d'extraction par maceration des feuilles et tiges de Marrubium vulgare L.

Solvant
Eau % Méthanol %
Extrait
Feuille 12.96 20.45
Tiges 17.4 27.4

Le rendement de I’extraction observé dépend a la fois de la partie de la plante utilisée
ainsi que le solvant d’extraction. On constate que quelle que soit la partie utilisée, le
rendement obtenu avec le méthanol comme solvant d’extraction est supérieur a celui obtenu
par extraction a I’eau. On peut dire que I’espéce de Marrube contient plus de métabolites
solubles dans le méthanol que dans I’eau. Par ailleurs, le pourcentage d’extraction et plus
élevé dans les tiges par rapport aux feuilles. Ces résultats peut étre lié a la différence de
répartitions des métabolites secondaires dans les tiges et les feuilles, c'est-a-dire il y a d’autres
métabolites que les polyphénols qui peuvent présentent dans les tiges mais absente dans les

feuilles.

On constate que la tendance d’extraire plus de composés avec le méthanol qu’avec
I’eau, cela peut étre expliqué par le faite que le méthanol est un solvant fortement polaire
connu pour extraire une large gamme de molécules dont une quantité importante (Bonnaillie.,

et al, 2012).Des études antérieures utilisant les mémes conditions que celle de notre étude.ont
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montré que le méthanol représente le meilleur solvant d'extraction en le comparent avec

d’autres solvants (Bouterfas., et al, 2014).

Bien qu’il soit difficile de mettre en place des comparaissant avec les données
bibliographiques a cause de la multiplicit¢ des paramétres qui influencent les taux
d'extractions pour une méme espéce végétale, la différence de rendement d'extraction peut
étre due a plusieurs parametres. C'est le cas de la température, la méthode d'extraction utilisée,
la granulométrie de la poudre, l'origine et le type du matériel végeétal utilisé, le temps de

macération, ainsi que les solvants employer et leurs degrés de pureté (Hayat., et al, 2009).
11.2. Dosages colorimétriques des extraits de marrube

11.2.1. Taux des polyphénols totaux

L’existence de plusieurs protocoles d’extraction des composés phénoliques permet de
donner un résultat optimal pour chaque échantillon. L’extraction est souvent réalisée par

utilisation d’eau, de méthanol, d’éthanol ou d’acétone comme solvant extracteur.

La teneur en composés phénolique de nos échantillons est déterminée a partir d’une
courbe standard utilisant I’acide gallique comme étalon de référence. Les taux seront

exprimés en équivalents mg EAG/g MS.

Les taux en composés phénoliques dans les extraits de marrube obtenus (figure 14)
montrent que les teneurs en polyphénols sont non négligeables. Ces taux varient de 23,48 mg
EAG/g MS a 35.36 mg EAG/g MS dans I’extrait méthanolique et de 11.96 mg EAG/g MS a
12.57 mg EAG/g MS dans I’extrait aqueux.

Au vu des résultats obtenus, les teneurs en polyphénols des extraits méthanoliques sont
largement supérieures a celles des extraits aqueux (figure 14). Les concentrations des
composés phénoliques des extraits méthanoliques sont comprises entre 35.36 + 0,92 mg
EAG/g MS pour les feuilles et 23.48 £ 0.66 mg EAG/g MS pour les tiges.

Comme pour les extraits méthanoliques, I'extrait aqueux de feuilles est plus faible en
composés phénoligques avec un taux de 13.46 + 0.37 mg EAG/g MS suivie par les tiges avec
12.57 + 0.45 mg EAG/g MS.
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Figure 14 : Teneur en polyphénols totaux des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles et

tiges de marrube. Les résultats sont la moyenne de 3 essais. Les barres verticales représentent les écartypes.

Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec ceux rapportés par
Bouterfas., et al, (2014) qui ont montré que la teneur en composés phénoliques totaux dans
les extraits méthanolique est plus élevée par rapport aux autres solvants tels que 1’acétone,

éthanol et I’eau.

Malgré la différence du mode d'extraction et la concentration de solvant méthanolique
par rapport a ce qu'a été utilisé par Bouterfas., et al, (2013), nous observant que le taux des

polyphénols est supérieur dont I’extrait de feuille en comparaison a 1’extrait de tige.

Les résultats de dosage des composés phénoliques totaux ne peuvent pas indiquer
exactement les teneurs des extraits en ces composés, parce que malgré la sensibilité de la
méthode de Folin Ciocalteu, ce reactif peut réagir encore avec les acides aminés aromatiques
des protéines (surtout avec le tryptophane), les glucides réducteurs comme le glucose et le

fructose et la vitamine C.
11.2.2. Taux des flavonoides

Les flavonoides sont I'un des groupes les plus répandus des métabolites secondaires
chez les plantes. Les résultats du dosage des flavonoides dans les extraits de marrube

présentés dans la figure 15 montrent que leurs taux varient selon la partie étudie ainsi que le
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solvant d’extraction utilisé. La teneur en flavonoides dans les extraits méthanoliques est

significativement plus importante que dans les extraits aqueux.
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Figure 15 : Teneur en flavonoides des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles de

marrube. Les résultats sont la moyenne de 3 essais. Les barres verticales représentent les écartypes.

L’extrait des feuilles présente les teneurs les plus élevées en flavonoides que ce soit
pour les extrais méthanoliques ou aqueux avec respectivement 20.56 + 0.54 et 13.99 £ 0,289
mg EQ/g MS. D'autre part, ’extrait des tiges présentes le taux le plus faible en flavonoide
avec 9.34 + 0,388 mg EQ/g MS dans I’extrait méthanolique et de 12.55 + 0,233 mg EQ/g MS

dans I’extrait aqueux.

La teneur en composés phénoliques peut correspondre en premier lieu aux flavonoides,
car selon certains auteurs, le Marrube contient des taux significatifs en flavones et en
flavonols (Nicholson., et al, 2006).

Quelle que soit la partie étudiée, il semblerait que les flavonoides soient les polyphénols
majoritaires. En effet, selon les résultats de dosages (figure 16), le rapport polyphénols

totaux/flavonoides est supérieur a 0,5.
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Figure 16 : Taux des polyphénols (mg EAG/g MS) et flavonoides (mg EQ/g MS) des extraits

aqueux et méthanoliques des feuilles et des tiges de marrube. La teneur en polyphénols en mg
EAG/mg MS et les flavonoides en mg EQ/mg MS. Les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais

(n=3). Les barres verticales représentent les écartypes.

Les proportions de flavonoides dans les polyphénols totaux obtenus sont plus au moins
en accord avec ceux rapportés par des études antérieures comme celle de Stankovic, (2011).

qui ont déduit que les flavonoides représentent la majorité des phénols totaux dans les extraits
méthanoliques.

11.2.3. Taux des flavonols

Les flavonols sont une des classes des flavonoides tels que le Kaempférol, Quercétine et
Myrecétine. Les résultats du dosage dans les extraits de marrube présentés dans la figure 17
montrent que le taux des flavonols varie selon la partie et le solvant d’extraction utilisé. Cette
teneur est significativement plus importante dans les extraits méthanoliques que dans les
extraits aqueux.
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Figure 17 : Teneur en flavonols des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles de marrube.

Les résultats sont la moyenne de 3 essais. Les barres verticales représentent les écartypes

L’extrait des feuilles présente les teneurs ¢levées que ce soit pour les extrais
méthanoliques ou aqueux avec respectivement 23.8+0.81 et 16.88+0,83 mg EQ/g MS. D'autre
part, I’extrait des tiges présente des taux faible en flavonols avec 14.7+0,09 mg EQ/g MS
dans I’extrait méthanolique et de 14.59+0,250 mg EQ/g MS dans I’extrait aqueux.

11.2.4. Taux des tanins condensés

Les concentrations des tannins condensés sont reportées dans la figure 18.
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Figure 18 : Teneur en tanins condensée des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles de

marrube. Les résultats sont la moyenne de 3 essais. Les barres verticales représentent les écartypes
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D’apres la figure 18, la teneur la plus élevée en tanins présente dans les tiges avec une
concentration 72,82+0,772 mg EC/g MS pour I’extrait aqueux et 65.52+1.216 mg EC/g MS
pour I’extrait méthanolique, par contre les feuilles présente la teneur la plus faible pour
I’extrait aqueux et I’extrait méthanolique. (56.99+0,992 mg EC/g MS et 64.46+1.815 mg
EC/g MS respectivement).

Ce résultat est en accord avec de nombreux résultats des chercheurs qui ont indiqués
que I’extrait aqueux enregistre des teneurs les plus élevées en tanins condensés dans les tiges
(Ghedadba., et al, 2014). Par contre, le méthanol extrait faiblement les tanins quelle que soit
la méthode d’extraction. Cependant, a haute température, 1’eau et 1’acétone extraient aussi
d'autres substances telles que les protéines, les lipides et les colorants non phénoliques qui

causent des interférences lors de dosage des tanins.

Nous pouvons alors conclure que 1’extraction des tanins condensés dépend de leur
nature chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires. Les teneurs en tanins
condensés peuvent étre variables également en raison de plusieurs facteurs tels que : la
sensibilité des tanins aux voies de dégradation (lI'oxydation, la lumiére...), le stade de maturité
des fruits, les conditions climatiques ou le stress de prédation (Mahmoudi., et al ; Khali., et
al, 2013).

11-3. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits de marrube a été évaluée par plusieurs quatre tests
in vitro a savoir: ABTS, le DPPH, le Blanchissement de la béta-carotene et le pouvoir

réducteur.
11.3.1. Activité scavenging du radical DPPH

Le test de DPPH est un des tests les plus utilisés pour déterminer 1’activité anti-
radicalaire des extraits de plante. De nombreuses études démontrent I'importance portée aux
antioxydants naturels dans les domaines de l'industrie agroalimentaire et médicale, mais
également leurs rbles protecteurs contre les espéces réactives oxygénées, ainsi que la
corrélation existant entre les composés bioactives des matieres végétales et leur capacité

antioxydants (Lopez-Nicolas., et al, 2007).
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Figure 19 : Activité antiradicalaire DPPH des extraits de Marrubium vulgare (chaque valeur

représente la moyenne de trois essais).

Nos résultats montrent que les extraits de M. vulgare ainsi que les standards exercent
une activité anti radicalaire d’une maniére dépendante de la concentration (Figures 19).
L’activité augmente avec la concentration pour atteindre un maximum au-dela duquel elle
reste constante. Ce phénomene est interprété par le transfert de(s) électron(s) célibataire(s) qui
sont localisés dans l'orbitale externe de I’atome de nitrogene (N) du DPPH a cause de leur
réaction avec les électrons issus des molécules antioxydante (I’antioxydant va étre oxydé par
donation des protons pour réduire le DPPH® en DPPH-H) et aprés avoir atteint une
concentration donnée I'antioxydant stoppe de ce réagir avec le radical DPPH-H completement
réduit quoique la concentration de I’extrait a augmentée puisque cela s'‘accompagne par la

saturation des couches électroniques externes du radical.

Les résultats obtenus montrent que les extraits méthanoliques a différentes
concentrations présentent un pouvoir piégeur du radical DPPH avec des pourcentages allant
de 93.97 % dans le cas d'utilisation des extraits de feuille et de 79.94 % pour les extraits de
tige, alors qu'il est de 78.38 % pour I’extrait aqueux et de 61.27 % pour les extraits des tiges.
Cette activité scavenning des extraits reste toutefois largement inférieure a celle obtenue avec
I’acide gallique (acide phénolique) ou la quercétine (flavonoide). Ces deux polyphénols purs,
utilisés comme référence, présentent un pouvoir piégeur du DPPH de 90 % pour une

concentration de 0,01 mg/ml.
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Pour une méme espéce végétale, la variabilité des résultats de ’activité anti radicalaire
du DPPH rapportés peut s'expliquer par la nature de la partie utilisée de la plante, son degré

de maturation, mais aussi par le procédé d’extraction appliqué (Xu., et al, 2008).

La méthode DPPH a été choisie, en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de sa
reproductibilité, mais aussi parce que les mesures IC50 exprimées en ug/ml sont comparables
entre elles et non pas seulement a celle d’une référence. Les pourcentages d’inhibition
calculés en fonction de différentes concentrations pour chaque extrait de la plante et les

résultats sont présentes dans la figure 20.

IC 50 ug/ml

Quercetine 3.87

Extrait aqueux feuille

Extrait aqueux tige 187.5

(
(
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Extrait méthanolique tige

Acide gallique é 1.54

Figure 20: Concentrations d’inhibition & 50% du radical DPPHe. Les résultats sont la moyenne

)45.83

de 3essais.

La concentration inhibitrice a 50 % a été définie par Chock, (2000), comme la
concentration qui permit la diminution de 50 % de l'activité antioxydante initiale, il est

inversement lié a la capacité antioxydant.

L'extrait méthanolique des feuilles de notre plante présente I'activité antiradicalaire la
plus élevée (IC50= 20.83pug/ml). Par contre, 1’activité antiradicalaire la plus faible a été

enregistrée par I'extrait aqueux des tiges (IC50= 87.5 u g/ml).

Selon les travaux sur la méme I’espéce, cette activité est probablement due aux
phénylpropanoides glycosides, qui sont considérés par plusieurs chercheurs comme des
puissants antioxydants. Les plus importants sont le forsythoside B, le ballotétroside,

I'arénarioside, et I'actéoside (Martin-Nizard., et al, 2003).
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Nos résultats sont en d’accords avec ceux des extraits méthanolique de M.vulgare de
Pologne est qui exprime une activité antioxydante remarquable vis-a-vis du radical DPPH
(IC50= 1,15 p g/ml).De méme, on remarque que l'extrait des feuilles exerce une forte activité
inhibitrice avec 1C50 de 20.83 p g/ml chez I’extrait méthanolique et de 25 ug/ml pour I’extrait
aqueux. Cette activité anti radicalaire considerable de M. vulgare est peut-étre associée a

I’effet synergique entre les composés phénoliques et les flavonoides (Ghedadba, 2018).
11.3.2. Activité scavenging du radicale ABTS

Afin de valider les résultats de D’efficacité antioxydants de nos extraits obtenus
précédemment par test anti radicalaire du DPPH, nous avons utilisé un 2°™ test basé sur la

capacité de piégeage du proton du radical cationique ABTS (Van den berg, R., et al, 1999).

Les résultats (tableau V) indiquent que pour une concentration de 1mg/ml, le
pourcentage d’inhibition du radical ABTS par les extraits méthanoliques de marrube étudiées
est de 65,10 % pour les tiges et de 68,24 % celle de I’extrait méthanolique feuille. Par contre
dans le cas des extraits aqueux 52.26 % pour I’extrait de tige et de 58.11 % celle de I’extrait
de feuille. Les concentrations 1C50 du radical ABTS des différents extraits de étudiés sont
comprises entre 67.14 et 95.714 pg/ml. Les extraits des feuilles méthanolique et aqueux
enregistrent les activités anti-radical ABTS les plus élevées avec des (IC50= 67.14 u g/ml) et
de (76.190 pg/ml) respectivement, tandis que l'extrait des tiges de faible activité avec des
(IC50=87.142 pg/ml) d’extrait méthanolique et de (IC50= 95.714) d’extrait aqueux.

Tableau V : IC 50 du radical ABTS par les extraits du marrube.

. Pourcentage d’inhibition
Extrait IC50 (un g/ml)
par100ug/ml d’extrait
Extrait méthanolique feuille 68.24 67.14
Extrait aqueux feuille 58.11 76.190
Extrait méthanolique tige 65.10 95.714
Extrait aqueux tige 52.26 87.142
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Des travaux montrant l'implication des composés phénoliques notamment les
flavonoides dans I’activité scavenger du radical ont été rapportés, montrent I'existence d'une
corrélation positive entre les activités scavenging du radical cationique ABTS et la teneur en
composé phénolique(r= 0,946) dont 72% de l'activité scavenging est réalise par les
flavonoides (Floege., et al, 2011).

L'activité antioxydant peut étre attribuée ou influencée par des composés non
phénoliques tels que les lipides, les sucres et la chlorophylle. L'étude menée par Heim.,et al,
(2002) a montre que les groupements hydroxyles des composés phénoliques et flavonoides
jouent un role trés important dans le pouvoir antioxydant Par contre Zheng., et al, (2001) ont
rapporté que l'activité antioxydante des composés phénoliques est essentiellement due au

nombre de groupements hydroxyles et leurs positions sur le cycle aromatique.
11.3.3. Pouvoir réducteur

En plus des méthodes précédemment décrites, I'activité antioxydante a été évaluée par le
test FRAP basé sur la capacité des extraits a réduire les ions fer ferrique (Fe3+) en ions de fer
ferreux. La réduction du fer ferrique s’accompagne d’un changement de couleur du jaune vers
le bleu vert. L’intensité de la couleur dépend du potentiel réducteur des composés présents

dans le milieu réactionnel (Zou., et al, 2004).

=—4—EXtrait aqueux tige
== Extrait aqueux feuille

Pourcentage
d’inhibition %

Extrait méthanolique tige

== EXxtrait méthanolique feuille

0 50 100 150 200 250

Concntration u g/ml

Figure 21 : Pouvoir réducteur des extraits méthanolique et aqueux de marrube.

Les résultats présentés ci—dessus montrent que les extraits de M. vulgare réduisent les

ions ferriques en ions ferreux d’une maniére dépendante de la concentration. On note que les
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extraits méthanolique de la plante M. vulgare montrent une excellente capacité réductrice
avec des pourcentages d’inhibition de 77.05 % pour les extraits tige et de 69.94 % pour celle
des extrais des feuilles. Les extraits aqueux de M. vulgare témoignent également une
réduction considérable avec des pourcentages d’inhibition de 74.45 % et 59.94 % pour les
extraits de tige et de feuilles respectivement.

Pour une méme concentration d'extraits aqueux et methanoliques (1mg/ml), I’activité
FRAP des extraits évaluée par la variation d'absorbance a 700 est nettement inférieure a celle

du standard (79.11 % pour une concentration) (figure 22).

IC 50 u g/ml
95.45
83.33
7911 73.33
30 /
) /\\ 7
, 4 i ; ~
BHA Extrait Extrait Extrait aqueux Extrait aqueux
méthanolique  méthanolique feuille tige
feuille tige

Figure 22 :1C50 du pouvoir réducteur des extraits méthanolique est aqueux des feuilles et de

tiges de marrube. Les résultats sont la moyenne de 3essais.

Les resultats de pouvoir réducteur ont indiqué que l’activité la plus élevee a éte
enregistré par les extraits méthanolique des feuilles qui présente une valeur d’inhibition de 50
pourcent de I’ordre de 30 pg /ml, suivi par I’extrait tige de (IC50 = 73.33 ug /ml) par contre
les extrait aqueux ont présenté des activités inférieures pour les feuilles et les tiges (IC50 =

95.45 ng/ml et 83.33 pg/ml respectivement).

Nos resultats sont en accord avec des études anterieures celles obtenues par Ghedadba,
(2018) qui indiquent que les extraits méthanoliques de marrube sont dotés d'un pouvoir
réducteur plus élevé que les extraits aqueux. Nos résultats confirment également que ce
processus d’oxydation dépend de multiples parametres tels que la concentration de 1’ion

métallique, des polyphenols, la tempeérature, le pH, la présence d’agents complexant...
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Une autre étude Van., et al, (1996).analysant la capacité de réduction du fer par les
polyphénols des plantes montre que le noyau catéchol est la structure qui est associée
positivement dans le pouvoir réducteur et selon cette étude cette structure augmente le
pouvoir réducteur d’un composé a 36 % par rapport a un autre qui n’en contient pas. Ont
montré que cette activité est due a la participation des groupements OH liés au noyau

catéchol.
11.3.4. Test de blanchissement du B-caroténe

Les activités inhibitrices de peroxydation des lipides par nos extraits ont été évaluées
par I’essai du blanchiment du p-carotene qui est fonde sur la perte de la couleur jaune de B -
caroténe due a sa réaction avec radicaux libres qui sont les résultats d’oxydation de 1’acide
linoléique dans une émulsion. Le B-carotene est employé comme agent de coloration en
boissons, et sa décoloration réduirait nettement la qualité de ces produits. De ce fait, il est
employé dans I’évaluation de I’activité antioxydant des extraits de Marrubium vulgare
(Ghedadba., et al, 2014).

La cinétique de blanchiment du B-caroténe en présence ou 1’absence des extraits et de
I’antioxydant standard (BHA) est représentée dans la figure 23.

120 -
X
‘?: 100
2
=
5 80
< —o—BHA
S 60 ——Extrait aqueux feuille
(5]
& Extrait aqueux tige
£ 40
§ == Extrait méthanolique tige
§_ 20 —#= Extrait méthanolique feuille
0 )

0 50 100 150 200 250
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Figure 23 : Cinétique de blanchiment du B-carotene en présence des extraits de M. vulgare et
du standard (BHA).

La Figure 24, notre que I’inhibition la plus élevée a été enregistrée par l'extrait

méthanolique des feuilles (79,74 + 3.51%), suivi par celle de I’extrait aqueux de la méme
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partie de la plante (67,65 * 3.83%). Les résultats montrent aussi que 1’extrait feuille inhibe
I’oxydation du PB-caroténe d’une maniére significative par rapport aux extraits tiges qui
enregistre un pourcentage d’inhibition de 56.21 £1.02 pour I’extrait méthanolique et de 52.29

+1.23 pour I’extrait aqueux.

I1C 50 (ug/ml)
165.625 187.5
118.75 y 140.625
Extrait Extrait Extrait aqueux  Extrait aqueux
méthanolique méthanoique tige feuille
tige feuille

Figure 24 :1C50 du radical B-carotene des extraits méthanolique est aqueux des extraits de

marrube.

Les valeurs des concentrations inhibitrice a 50% (Figure 24) indique que I’activité la
plus élevée a été montrée par I’extrait de méthanol feuille du Marrubium vulgare qui
enregistré une valeur d’inhibition d’ordre de 118.75 pg/ml, suivi par I’extrait aqueux feuille
(IC50 = 140.625 pg/ml) par contre les extrait des tiges du Marrubium vulgare ont présente
des activités inférieures (165.25 pg/ml) et de (187.5 upg/ml) méthanolique aqueux

respectivement.

Nos résultats sont en accord avec ceux de (bukalkas, 2005) qui ont indiqué que le
coefficient le plus élevé de I’activité antioxydante du Marrubium vulgare dans le systeme de

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

Ces resultats sont en accord avec les résultats de plusieurs groupes de recherche, qui ont
rapporté une correlation positive entre la teneur en phénolique et I’activité antioxydant qui
dépend de plusieurs facteurs, comme : la concentration des extraits, la méthode d’évaluation,
la sensibilité des antioxydants a la température de I’essai et la nature hydrosoluble ou
liposoluble de I’antioxydant (Ghedadba., et al, 2014).

Notons que le test de blanchiment de pB-carotene est plutdt influencé par la nature et la

structure des molécules présentes dans 1’extrait. C’est dans ce contexte que Mahmoudi., et al,
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(2013) ont montré que les fractions issues de I’acétate éthyle de Tamariaxa phyllaa montrent
un excellent pouvoir antioxydant (96,52 %) par rapport a la fraction butanolique de la méme
plante qui présente une faible activité antioxydant (10,10 %), malgré que le butanol soit plus

polaire que 1’acétate d’éthyle.

La comparaison entre la capacité des quatre extraits de la plante dans I’inhibition de
I’oxydation du B-caroténe indique que les extraits des feuilles de M. vulgare sont les plus
actifs, cela et due a leurs richesses en composés phénoliques comme nous 1I’avons montré lors

du dosage de ces constituants.

11.4. Relation entre les différentes activités antioxydantes

La détermination de I'activité antioxydante nécessite de nombreux tests. Toutefois, il est
nécessaire de réduire le temps d'expérimentation, afin de pouvoir mettre en place une méthode
de sélection non biaisée, nous avons choisi de comparer les coefficients de corrélation
précédemment identifiés dans notre étude. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau
VI.

Tableau VI : Coefficients de corrélation entre polyphénols, flavonoides, DPPH, ABTS,

pouvoir réducteur, et  -carotene des extraits méthanoliques et aqueux de Marrubium vulgare.

0.831

0.957 0.737 0.393 0.525 0.609 1
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Ces résultats montrent qu’il existe une bonne corrélation entre la présence de
flavonoides, le pouvoir réducteur, B-caroténe et I’activité d’ABTS avec des coefficients de

corrélations allant de 0,737, 0,788 et 0,952 respectivement.

Ces résultats nous ont permis de conclure que l'activité antioxydante des composés
phénoliques est réalisée en grande partie par les flavonoides.

Une forte corrélation entre le test de B-caroténe et DPPH ainsi que le test ABTS (0,933

et 0,831 ; respectivement) a été remarquée.

D'aprés cette corrélation est due a l'existence des molécules bioactives dotées des
propriétés réductrices et anti-radicalaires fortes. Des résultats similaires ont été rapportés par
plusieurs auteurs montrant I'existence d'une bonne corrélation entre les polyphénols totaux et

les activités antioxydantes des extraits de plantes notamment les extraits d’especes de marrube

(Sing., et al, 2004).
I11.5. Activité anti-enzymatique
111.5.1. L activité anti-peroxydase:

Le contrble et la prévention du brunissement enzymatique peuvent étre réalisés de trois
facons. La premiére repose sur l'inhibition des enzymes qui causent le brunissement, la
deuxiéme repose sur le piégeage des quinones et la derniere repose sur la limitation de la

disponibilité de I'oxygene

Dans notre travail nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’efficacité des extraits
(méthanolique et aqueux) de marrube a inhiber 1’activité de la peroxydase extrait enzymatique

de choux rouge responsable du brunissement des fruits et végétaux.

Le taux d’inhibition de 1’activité anti-peroxydase est determiné par une méthode
colorimétrique, qui permet d’estimer le taux de gaiacoquinone (produit coloré) suite a la

dégradation du garacol (substrat incolore) en présence d’H,O, comme co-substrat.

Nos extraits de M. vulgare L et I’antioxydant de référence (acide ascorbique) utilisés, a
la concentration de 500ug/ml, présentent des activités inhibitrices a des degrés variables. Les
résultats sont reportés sur la figure 25et figure 26.
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Figure 25:

Variation de I'absorbance en fonction du temps de gaiacogquinone en présence et

en absences des extraits méthanoliques de marrube a 500 pg /ml
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Figure 26: Variation de I'absorbance en fonction du temps de gaiacoquinone en présence et

en absences des extraits aqueux de marrube & 500 pg /ml

La plus grande activité anti peroxydase des extraits de notre plante est observée dans le

cas des extraits méthanoliques principalement ceux des feuilles avec un pourcentage

d’inhibition allant jusqu’a 42,68 % et celui des tiges et de 28,52 % avec une concentration de

500 ug /ml. En ce qui concerne les extraits aqueux, les pourcentages inhibition observés tout

en étant faibles (22,73 % et 11,40 %) pour les feuilles et pour les tiges respectivement) restent
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inférieurs a ceux obtenus avec les extraits méthanoliques et avec les standards qui présente un

taux d'inhibition de I'ordre de 89, 85 % avec seulement une concentration de 100 g /ml.

Ponce., et al, (2004) ont montré que les huiles essentielles de M, vulgare
inhibent 17 activité peroxydase de chou, de cardon, d’ épinard et de
laitue. Les études réalisées par Pouranvari., et al, (2011) montrerent une différence
d’ efficacité inhibitrice de 1 activité de peroxydase de chou par les

extraits de plante de genres différents de citrus.

L’inhibition du brunissement peut étre due a une inhibition directe de I’enzyme ou par
réduction et piégeage des quinones, c’est le cas de la vitamine C, résultant de 1’oxydation des

polyphénols (Hemeda, 1990).

Les différents potentiels d’ inhibition de nos extraits peuvent étre
attribués a la présence et a la variabilité en substances bioactives en termes de nature et de
quantité. D’autre part, que ce soit pour les extraits méthanolique ou aqueux de marrube,
I’efficacité d’inhibition dépend aussi de la source de I’extrait enzymatique utilisée. Cette
variabilité d’ action peut s expliquer par 1 existence de plusieurs formes
d’ enzymes (iso—enzymes) dans un méme végétal et au niveau d un méme tissu,
ainsi que par la différence de leurs propriétés physico—chimiques et
catalytiques. Le pH et la température des milieux réactionnels peuvent influencer

également la spécificité des POD d’une maniére non négligeable (Klein., et al, (1989).

Ces résultats peuvent étre due a la présences des composes phénoliques dans les extraits
de Marrubium vulgare qui sont structuralement analogues au substrat de la peroxydase (le
gaiacol). Cette analogie leur confere une activité inhibitrice vis-a-vis de I’enzyme.

11.5.2 Activité anti-polyphénoloxydase

L’activité anti-PPO des extraits aqueux et méthanoliques des feuilles et des tiges de
Marrubium vulgare L a été testée pour les PPO extraites des de chou rouge.

Les résultats obtenus montrent qu’en présence des extraits aqueux et méthanolique ont a
observer une diminution de I'activité de ces enzymes (figure 27).
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Figure 27: Variation de I'absorbance en fonction du temps de l'activité des

polyphénoxydases en présence et en absences des extraits aqueux de marrube a 500 pg /ml

La diminution de l'activité des enzymes varie en fonction de la partie de la plante
utilisée ainsi que le solvant d’extraction (tableau V1I). Pour une concentration d’extrait de 500
ug/ml, les taux d’inhibition les plus importants sont largement plus faibles que ceux dus a

I'acide ascorbique (93,08 %).

Tableau VII : Taux d’inhibition des PPO par les extraits de Marrubium vulgare a 500 pg /ml

Extrait Pourcentage d’inhibition
Extrait méthanolique feuille 51,40 %
Extrait aqueux feuille 38,38 %
Extrait méthanolique tige 47,68 %
Extrait aqueux tige 33,64 %
Acide Ascorbique 93,08 %

D'aprés les résultats obtenus, les extraits méthanolique des feuilles et tiges de M.

vulgare de inhibent la PPO de chou rouge avec des taux de 51, 40 % a 47,68 %
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respectivement. Par contre dans le cas d’utilisation des extraits aqueux donnent des activités
inhibitrices de I’ordre de 38, 31 % pour les extraits aqueux des feuilles et de 33,64 % Pour les

extraits des tiges.

Des études antérieures ont démontré que les antioxydants naturels agissent comme des
inhibiteurs des PPO de fruits et de légumes. L'étude realisée par Kim., et al, (2005) montre
que les extraits d’oignon diminuent le taux du brunissement de la poire avec une efficacité
allant jusqu’a 54,1 % en inhibant ’activité¢ de la PPO. Ces résultats sont confortés par les
travaux de Lee., et al, (2007) qui font montre que la PPO de taro est inhibée par les extraits
d’oignon avec des taux de 54,8 % jusqu'a 68,5 %. D’autres études ont également rapporté des
effets similaires lors de l'utilisation d'extraits naturels sur l'activité des PPO de plantes, la
différence de taux d'inhibition d'un extrait a un autre et d'une source enzymatique a une autre
peut s'expliquer par la présence de plusieurs formes d’enzymes (iso-enzymes) dans 1’extrait
enzymatique qui présente des spécificités et des propriétés structurales et physico-chimiques
variables et/ou par la nature des molécules actives des extraits inhibiteurs d’origine végétale

(Espin., et al, 1999).
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Conclusion

Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des
propriétés biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en medecine, pharmacie, cosmetologie et 1’agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments

inquietent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour I’organisme.

La présente étude avait pour objectif principal I’évaluation de I’activité antioxydante
et anti enzymes de brunissement des extraits de feuilles et de tige de 1’espéce Marrubuim

vulgare de la région de Bouira.

Les essais phytochimiques ont révélé la présence de nombreux métabolites:
polyphénols, flavonoides, tanins, et les flavonols. Et leurs teneurs varient d'un extrait a l'autre

et d'une partie a l'autre.

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux, par la méthode de Folin-Ciocalteu a
révélé que l'extrait feuilles méthanolique de I’espéce Marrubium vulgare est plus riche en
polyphénols (35.36 + 0,92 mgeAG/g MS), de méme les deux tests d’AICI3 ont confirmé leur
richesse en flavonoides, en flavonols, avec des taux de 20.56 + 0.54, 23.8+0.81 EQ/g MS,
respectivement. Par contre la méthode de la vanilline a révélé que I'extrait des tiges agueux est
plus riche en tannins (72,82+0,772 mg EC/g MS). Et comme I’indique 1’analyse statistique de
corrélation, il semblerait que les composés phénoliques, aussi bien dans I’extrait aqueux que

méthanolique, sont en majorité des flavonoides (r = 0.664).

L’évaluation de l'activité antioxydante de nos extraits méthanoliques et aqueux par
mesure de Dactivité anti-radicalaire (test DPPH, test ABTS) a montré que les extraits
méthanoliques des meilleures activités que les extraits aqueux quelle que soit la partie de
marrube utilisée. La meilleure activité anti-radicalaire a été observée pour les extraits des
feuilles avec des IC50 pour piéger le radical DPPH de 25 pg/ml et 20.83 pg/mi
respectivement, et pour piéger le radical ABTS de 67.14pg/ml et 76.190 pg/ml

respectivement. Cependant, la quasi-totalité des difféerents extraits de M vulgare présentent un
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Conclusion

pouvoir réducteur (test FRAP) de méme ordre de grandeur que ce soit pour I’extrait aqueux
que pour ’extrait méthanolique. Toutes fois, et bien que son activité réductrice soit largement
inférieure a celle de la BHA, ’extrait méthanolique des feuilles de Marrubium vulgare,

présente le plus fort taux réducteur.

Le test de blanchiment de B caroténe montre que les extraits de feuilles sont plus

efficaces que les autres extraits avec des valeurs de 118.75 et 140.625 pg/ml.

D’autre part, nous avons évalué I’effet anti- peroxydase et anti-polyphénoloxydase,
enzymes impliquées dans le brunissement enzymatique, des extraits de différentes parties de
marrube. 1l a été démontré que la majorité des extraits méthanoliques ou aqueux présentent un

effet inhibiteur des peroxydases extraites de chou rouge.

Les extraits de feuilles méthanolique et de tiges présentent le meilleure pourcentage
d’inhibition allant jusqu’a 42,68 % et de 28,52 % pg/ml) respectivement avec néanmoins,
une plus grande efficacité pour les extraits méthanoliques. Par contre notre extrait inhibe la
PPO qui existe dans le chou avec des taux de 51, 40 % a 47,68 % respectivement. Pour une

concentration maximale d’extraits aqueux (500 pg/ml).

Il serait donc intéressant de procéder a une caractérisation qualitative, des
extraits des feuilles et des tiges de Marrubium vulgare principalement en métabolites du type
secondaires comme les polyphénols, flavonoides et autres. Puis identifier et isoler les
principes actifs responsables des effets antioxydants et anti-enzymatiques. Des études plus
approfondies in vivo seraient nécessaires dans les années a venir pour mieux comprendre le
mécanisme d’action des molécules bioactives, leur dose thérapeutique ainsi que leur site
d’action au niveau de la cellule. Cela permettrait de préparer des produits pharmaceutiques de

grand intérét thérapeutique.
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Annexe |I: Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux.
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Annexe 1.1: Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols.
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Annexe 1.2: Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides.
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Annexe 1.3: Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonols.
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Annexe 1.4: Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins condensée.

Annexe Il : Courbes d’étalonnages des activités antioxydantes.
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Annexe 11.1: Courbe d’activité scavenging du radical DPPH des standards (Quercétine et
1I’Acide Gallique).
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Annexe 11.2: Courbe d’étalonnage de Trolox.
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Annexe 11.3 : Courbe d’¢étalonnage de la BHA pour le pouvoir réducteur.
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Annexe 11.4 : Courbe d’étalonnage de la BHA pour le blanchiment de -carotene
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Durant ces dernieres décennies, un intérét majeur est accordé aux plantes médicinales en vue de leurs
propriétés thérapeutiques démontrées. Une étude quantitative de 1’espéce Marrubium vulgare L a été réalisée
par le dosage spectral des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides, flavonols et tanins) des
extraits de feuilles et tiges. Par la suite, l'activité antioxydante (DPPH, ABTS, le pouvoir réducteur et
blanchiment au B-carotene) ainsi que l'activité anti-peroxydase et anti-polyphénoloxydase de ces extraits ont
été évaluées. De point de vue quantitatif, les extraits méthanoliques des feuilles sont les plus riches en
polyphénols accompagnés par des teneurs tres élevées en flavonoides et aussi la richesse des tiges aqueux en
tannins condensées. Les résultats obtenus de I'activité antioxydante indiquent que le pouvoir antioxydant le
plus élevé est manifesté par les extraits des feuilles. Cependant, cette derniére est plus importante dans les
extraits méthanoliques que dans les extraits aqueux. Enfin, I'évaluation de l'activité anti-peroxydase indique
que les feuilles et les tiges sont habiles a inhiber les peroxydases. Par contre, les extraits aqueux et
méthanoliques exercent une faible inhibition sur les polyphénoloxydases.

Mots clés : Marrubium vulgare, stress oxydatif, polyphénols, activité antioxydante, peroxydase,
polyphénoloxydase.

A D ST AC . e et teeeeeeeeeeeeeeeeesseenseeseeeesessessssssscassesssssssssssssssssssssssssssssssssssssene

During these last decades, a major interest is granted to the medicinal plants with a view to their
proven therapeutic properties. In this study, Marrubium vulgare L species were analyzed. Firstly, a
guantitative study was carried out by the spectral assay of phenolic compounds (total polyphenols,
flavonoids, flavonols and tannins) extracts of leaves and stalks. Subsequently, the antioxidant activity (DPPH
radical, ABTS, FRAP and B-carotene bleaching) as well as the anti-peroxidase and anti-polyphenoloxidase
activity of these extracts were evaluated. From a quantitative point of view, the methanolic extracts of the
leaves are the richest in polyphenols accompanied by very high flavonoid contents and also the richness of
the aqueous stems in condensed tannins.The results obtained from the antioxidant activity indicate that the
highest antioxidant power is manifested by the leaf extracts.. However, the latter is more important in the
methanolic extracts than in the aqueous extracts. Finally, evaluation of the anti-peroxidase activity indicates
that the leaves and stems are skilled at inhibiting peroxidases. However, the aqueous and methanolic extracts
exert a weak inhibition on the polyphenoloxidases.

Key words : Horehound, oxidative stress, polyphenols, antioxidant activity, peroxidase, polyphenol oxidase.
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