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Résumé

Marrubium vulgare L (Le marrube blanc), famille des Lamiacées, est une plante
herbacée vivace, spontanée tres répondu dans la région méditerranéenne. La présente étude a
pour but d’évaluer les différentes activités biologiques, 1’activité antioxydante ainsi que
I’activité antibactérienne et antifongique des extraits de cette plante.

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant le test de DPPH, la chélation de Fer,
le pouvoir réducteur et la réduction de radical-cation ABTS".

La détermination de I’activité antioxydante, a montré que tous les extraits ont une forte
activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH, un pouvoir réducteur important et un effet
piégeur significatif du radical-cation ABTS+.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été déterminée en utilisant la méthode de
diffusion en puits. Les extraits ont été testés sur six bactéries pathogénes pour I’étre humain,
cinq champignons phytopathogénes et une levure.

Il en ressort que I’inhibition de la croissance varie en fonction de I’espece bactérienne,
la concentration du produit testé. Le résultat le plus intéressent est celui de I’extrait aqueux
contre la bactérie Bacillus cereus (22 mm).

Pour I’activité antifongique, toutes les souches testées ont été résistantes vis-a-vis tous

les extraits de la plante.

Mots clés :
Marrubium  vulgare L, métabolites secondaires, activit¢ antioxydante, activité

antimicrobienne, chélation de fer, dosage des polyphénols totaux et de flavonoides.



Abstract

Marrubium vulgare L (White horehound), Lamiaceae family, is a perennial herb
spontaneous, very responded in the Mediterranean region. The present study is carried out by
the evaluation of the different biological activities ; antioxidant, antibacterial and antifungal
activities of different extracts of this plant.

The antioxidant activity was determined using the test of DPPH, iron chelating
activity, reducing power and radical cation-reduction ABTS +.

The determination of antioxidant activity showed that the extracts have a strong anti-
radical activity against the radical DPPH, an important the reducing power. And also a
significant ABTS " radical-cation scavenging effect.

The antimicrobial activity was determined by agar well diffusion method. The extracts
were tested against six human pathogenic bacterial strains, five phytopathogenic fungi and
one yeast.

It shows that the inhibition of the growth of microorganisms tested varies depending
on the microbial species, the concentration. The highest zone of inhibition recorded by the
aqueous extract against Bacillus cereus (22mm).

For the antifungal activity, all tested strains were resistant against all the extracts of

this plant.

Keywords :
Marrubium vulgare, secondary metabolites, antimicrobial activity, antioxidant activity, iron

chelating activity, determination of total polyphenols and flavonoids.
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Introduction

Le stress oxydant a été décrit comme un facteur étiologique crucial impliqué dans
diverses maladies chroniques humaines telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et
neurodégénérative, inflammation, diabéte mellitus et vieillissement. L’intérét pour les
antioxydants (non toxiques) normaux et particulicrement d’origine végétale, a
considérablement augmenté ces dernic¢res années (Ghedadba et al., 2015).

Pendant longtemps, les plantes médicinales ont été une source inépuisable de
médicaments pour les tradipraticiens pour guérir certaines pathologies souvent mortelles sans
savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques (Boutlelis Djahra., 2014).

Le recours aux plantes médicinales pour se guérir a pris naissance depuis bien
longtemps en médecine traditionnelle grecque, romaine, indienne, chinoise et arabo-
musulmane (Hmamouchi., 1999). Le nombre de produits naturels, de médicaments a base de
plantes ou de substances végétales ne cesse de croitre a I’échelle mondiale. De méme, la
recherche scientifique ne cesse de nous fournir de nombreux principes actifs a partir de
plantes (Aid et al., 2003). Jusqu’a présent, sur les 300000 especes végétales recensées, on
estime que seules 15% d’entre elles ont été étudiées sur le plan phytochimique, dont 6% pour
leurs activités biologiques (Verpoorte., 2002), ce qui fait des plantes un réservoir de
molécules bioactives encore peu exploré.

L’Algérie, un pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singulierement riche et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15%
endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques (Gaussen., 1982). Néanmoins, il
faut noter que, d’une part, le nombre d’especes végétales diminue et que d’autre part, le savoir
des médecines traditionnelles tend lui aussi a disparaitre progressivement.

Il en résulte une urgence a connaitre et protéger ces especes et les savoirs qui leur sont
associés. La recherche de molécules bioactives d’origine naturelle constitue d’ailleurs un des
axes prioritaires de 1’industrie pharmaceutique algérienne mais ¢galement des médecins et des
chimistes cherchent a mieux connaitre le patrimoine des espéces spontanées utilisées en
médecine traditionnelle (Boutlelis Djahra., 2014).

Marrubium vulgare L, est parmi les plantes médicinales recensées auprés des
populations et bénéficiant de bonnes renommées thérapeutiques qui devront étre mises a
I’épreuve d’investigations sérieuses de décryptages chimiques et biologiques. Cette espece,
trés riche en tanins et flavonoides, est largement utilisée dans le bassin méditerranéen pour ses

nombreuses vertus thérapeutiques. Elle est employée par les tradipraticiens contre le diabéte,

]



Introduction

les infections des voies respiratoires et les troubles de la sécrétion biliaire, les

affections bronchiques aigués bénignes et les rhumes (Sijelmassi., 2000).

C’est dans ce contexte, que s’inscrit la présente étude dont 1'objectif principal est de
faire I’extraction des différents métabolites secondaires de Marrubium vulgare afin d’évaluer

les différentes activités biologiques (antioxydante, antibactérienne et antifongique).

]
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Chapitre 1

Les complements alimentaires



I. Les compléments alimentaires

I. Les compléments alimentaires

I.1. Définition

Un complément alimentaire est défini comme étant un produit destiné a compléter le
régime alimentaire (Martinez et al., 2012) pour améliorer la santé (Halsted., 2000), il
contient un ou plusieurs ingrédients alimentaires (y compris les vitamines, les minéraux, les
herbes, et acides aminés) et a €tre pris par voie orale sous forme de comprimé, gélule, ou

liquide (Martinez et al., 2012).

I.2. Marché des compléments alimentaires

En 2014, le marché mondial des compléments alimentaires approche les 200 milliards
de dollars qui se répartissent ainsi : 44,2 % en Asie, 32,6 % en Amérique du Nord et 14,4 %
en Europe occidentale. (Dupuy., 2015).

I.3. Role des compléments alimentaires

Selon Baillet, (2012) un complément alimentaire comme son nom l’indique, sert a
compléter un régime alimentaire normal, son but est :
v D’aider notre organisme a garder la santé, voire a I’améliorer.
v" 1l est destiné aux personnes souhaitant compléter leur apport en certains nutriments du
fait d’un mode de vie particulier.
v" 1l peut étre utilisé pour corriger des déficiences nutritionnelles ou maintenir un apport
approprié de certains nutriments.
I.4. Classification des compléments alimentaires
Les compléments alimentaires sont classés en vitamines, minéraux, protéines, acides
aminés, plantes et préparation des plantes.
I.4.1. Les vitamines et minéraux
Les vitamines et les minéraux sont couramment utilisés comme suppléments
alimentaires pour promouvoir la santé et prévenir les maladies chroniques.
Une multivitamine est le supplément le plus fréquemment utilis¢ (Fortmann et al.,
2013). La plupart des multivitamines et des suppléments minéraux contiennent au moins 10
vitamines ou minéraux avec une large gamme de doses. De nombreuses personnes utilisent
des multivitamines et des suppléments minéraux pour des buts prophylactiques ou

d'atténuation de la maladie (Huang et al., 2007).

)



I. Les compléments alimentaires

Les vitamines les plus utilisées sont B, (B1, B2, B3, BS, B6, B9 et B12) la vitamine C,
et la vitamine E, ainsi que la vitamine A et la vitamine D (Lauzanne., 2006).

Du co6té des minéraux, c'est le sélénium et le magnésium qui sont aussi bien connus.
L'un pour ses immenses propriétés anti-oxydantes et l'autre pour son aptitude a redonner
I’énergie et le moral. Mais nombreuses sont ces petites molécules utilisées dans la
composition des compléments alimentaires : calcium, chrome, cuivre ou fer, a chacun sa place
pour la beauté de la peau, la solidité¢ des os ou le bien-étre des articulations (Lauzanne.,

2006).

1.4.2. Les protéines, acides gras et acides aminés

Plus originales, mais tout aussi plébiscitées, les compositions a base d'acide gras
comme les fameux oméga 3, issus d'huiles de poissons ou d'huiles végétales, dont l'action sur
I'humeur et le ceeur n'est plus a démontrer. Mais la liste des protéines, des acides aminés et
des acides gras est longue, on y trouve les CLA (acides linoléiques conjugués) qui sechent la
musculature en empéchant les graisses de se fixer mais également toutes sortes de protéines et

d'acides gras (Lauzanne., 2000).

1.4.3. Les plantes et préparation de plantes

L’utilisation des plantes pour leurs propriétés sur la santé remonte a ’antiquité et est
ancrée dans toutes les cultures (Caro et al., 2010).

Les plantes a usage traditionnel détiennent une place importante dans les ingrédients
utilisés dans les compléments alimentaires. Les utilisations de plantes dans les compléments
alimentaires s’appuient sur des usages traditionnels (poudres, extraits secs ou aqueux) ou sur
des techniques d’extraction plus modernes permettant I’obtention de substances isolées de
plantes (ex : lutéine, lycopéne...) (Caro et al., 2010).

La liste des plantes utilisées dans les compléments alimentaires est sans fin. Il suffit de
piocher dans le patrimoine traditionnel pour découvrir mille et un actifs utiles a la santé. Au
rayon plantes, c'est la minceur qui draine le plus de références : fenouil, artichaut, reine des
prés pour drainer, thé vert et guarana pour briler les calories, ou encore gingembre et radis

noir pour se débarrasser des toxines.
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I. Les compléments alimentaires

II. Le stress oxydatif
I1.1. Définition

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
especes réactives de 1’oxygene (ERO) et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les

dommages oxydatifs (Boyd et al., 2003).

I1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce, atome ou molécule, contenant un €lectron non apparié
dans leur orbite extréme tels que ’anion superoxyde (02°* ), le radical hydroxyle (OH®), et le
monoxyde d’azote (NO®) (Wu et Cederbaum., 2003). Ce déséquilibre n’est que transitoire et
il est comblé soit par I’acceptation d’un autre électron soit par le transfert de cet €électron libre
sur une autre molécule.

Ces especes radicalaires tres instables et trés réactives sont produites d’une maniere
continue au sein de notre organisme, dans le cadre de nombreux phénoménes biologiques. Par
exemple, lors de la respiration cellulaire, 1’oxygeéne moléculaire se transforme en diverses
substances oxygénées, communément appelées radicaux libres de 1’oxygeéne ou especes

réactives oxygénées (ERO) (Gutteridge., 1993).

I1.3. Conséquences de la production des ERO sur 1'organisme

Dans certaines situations, cette production augmente fortement, entrainant un stress
oxydatif que 1’on définit comme un déséquilibre entre la production et la destruction de ces
especes (Gutteridge., 1993).

Ce déséquilibre est a I’origine de nombreux facteurs, notamment les polluants présents
dans 1’air que nous respirons, 1’eau et les aliments que nous consommons. Les rayons
ultraviolets du soleil, d’autres radiations, la fumée de tabac et I’exercice excessif sont
¢galement des facteurs qui augmentent considérablement la présence des radicaux libres dans
notre systeme (Favier., 2003).

En raison de leur capacité a endommager les cellules, les tissus et les organes, les ERO
sont impliquées dans un grand nombre de pathologies, tant aigu€s que chroniques
(Gutteridge., 1993). Parmi les, nous citons, les maladies d’Alzheimer (Smith ez al., 1996 ;
Smith et al., 2004), de Parkinson (Boltn ez al., 2000), les maladies cardiovasculaires et
déficience cardiaque (Jha et al., 1995), les cedémes et vieillissement prématuré de la peau

(Georgetti et al., 2003) et le cancer (Ali et al., 2008).

)
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I1.4. Les antioxydants

Toutes les formes de vie maintiennent un environnement réducteur dans les cellules.
L'entretien de cet environnement est réalisé par le systtme de défense antioxydant, qui
protege 1'homéostasie cellulaire contre les ERO nocifs produits normalement par le
métabolisme cellulaire, ou dans les états physiopathologiques.

Les substances antioxydants sont des petites molécules qui peuvent neutraliser les
radicaux libres en acceptant ou en donnant un électron. Typiquement, ceci signifie que la
molécule antioxydant neutralise un ERO (ROS) en une molécule plus stable et moins réactive
(Toro et Rodrigo., 2009).

Les molécules antioxydants peuvent étre produites de maniére endogéne ou apportées

a l'organisme de maniére exogene a travers le régime alimentaire.

I1.4.1. Antioxydants endogénes

Les principales enzymes antioxydants endogenes sont la superoxyde dismutase (SOD),
la catalase (CAT), et la glutathion peroxydase (GSH-Px). La SOD convertit I'anion super
oxyde en eau oxygénée (H20z), qui est un substrat pour la CAT et le GSH-Px. La catalase
métabolise H2O2 en H,O et oxygeéne et la GSH-Px réduit H,O> et les hydroperoxydes
organiques en réagissant avec le glutathion (GSH).

Le glutathion réduit est présent a des concentrations ¢élevées dans toutes les cellules
des mammiferes, particulierement dans les hépatocytes, les érythrocytes et les cellules
rénales. Ce tripeptide protége les groupes thiols des protéines contre 1'oxydation non-

enzymatique ou agit comme Co-substrat de GSH-Px. (Toro et Rodrigo., 2009).

I1.4.2. Antioxydants exogénes

Les antioxydants exogenes, tels que les vitamines E et C, sont localisés sur la
membrane cellulaire, dans le milieu intracellulaire et extracellulaire. Ils réagissent avec les
ROS et les neutralisent. L'intérieur lipidique hydrophobe des membranes exige un éventail
différent d'antioxydants. La vitamine E liposoluble est l'antioxydant le plus important dans cet
environnement et qui préserve 1"intégrit¢ membranaire (Toro et Rodrigo., 2009).

Les antioxydants liposolubles sont importants, ils empéchent les acides gras
polyinsaturés membranaire (AGPI) de subir la peroxydation lipidique.

Les antioxydants hydrosolubles comprenant la vitamine C qui jouent un role principal

dans la neutralisation des ROS dans la phase hydrophile (Toro et Rodrigo., 2009).

]
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D'autres petites molécules antioxydants sont également naturellement présentes dans
le plasma, tel que l'acide urique et la bilirubine. Récemment, on a constaté que les poissons,
les huiles de poisson, et quelques légumes contiennent les acides gras furannes qui

neutralisent les radicaux libres (Toro et Rodrigo., 2009).

I1.4.3. Antioxydants d'origine végétale

Les herbes et les épices ont été identifiées comme sources de divers composés
phytochimiques, dont certains possédent une puissante activité¢ antioxydant. Les antioxydants
d'origine végétale existent sous diverses formes, avec les polyphénols et les caroténoides
comme les plus grands groupes de composés. Ceux-ci ont différentes fonctions et sont
produits par les plantes pour protéger leurs cellules contre des dommages oxydants (Toro et

Rodrigo., 2009).
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I1. Plantes médicinales

I1.1. Médecine traditionnelle

I1.1.1. Définition

La médecine traditionnelle est définie par ’OMS comme « la somme totale des
connaissances, compétences et pratiques qui reposent, rationnellement ou non, sur les
théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont utilisées pour maintenir les
étres humains en santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies
physiques et mentales. Dans certains pays, les appellations médecine parall¢le, alternative et

douce sont synonymes de médecine traditionnelle. » (OMS., 2014).

I1.2. Les plantes médicinales

I1.2.1. Définition

La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui
est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses.
(Farnsworth et al., 1986).

Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les éEtres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

l'influence croissante du systéme sanitaire moderne (Elqaj et al., 2007).

I1.2.2. Utilisation traditionnelle des plantes médicinales

Malgré le développement du médicament de synthése, le médicament végétal sous ses
différentes formes continues a occuper une place de choix ainsi, ’OMS estime que la
médecine traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaire de 80% de la population
mondiale. Ce phénomeéne n’est pas seulement limité aux pays en développement. Une analyse
des prescriptions médicales menée aux Etats-Unis entre 1959 et 1980, a montré que 25%
d’entre elles contenaient un principe issu du regne végétal, tandis que prés de 60 % des
prescriptions en Europe de I’Est proviennent directement ou indirectement de plantes
(Hmamouchi et al., 2012).

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde possédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi en médecines classique qu’en phytothérapie ; elles présentent

en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (Iserin., 2001).
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Les plantes aussi utilisées comme source de nutrition, des apéritifs, des stimulants

énergétiques ainsi que pour I'ardbme dans le thé (Maundu et al., 2001).

I1.2.3. Quelques exemples des plantes médicinales
a. Olea europaea : « feuille d’Olivier »

L’olivier est un arbre cultivé pour son fruit, I'olive, qui donne une huile recherchée «
I’huile d’olive ». Cette derniere, mais aussi les olives de table, sont des éléments importants
de la dicte méditerranéenne et sont consommeées en grande quantité dans le monde entier.
(Aouidi., 2012).

L’extrait de feuille d’olivier (Olea europaea) est une version moderne d’un remede
traditionnel employé pour prévenir la fievre dans les pays méditerranéens. L’extrait d’huile
d’olivier se trouve dans de nombreux magasins d’aliments naturels. La feuille d’olivier peut
étre séchée et infusée, et on la trouve également sous forme d’extrait en capsules. (Lyons et

Nambiar., 2005).

Figure N°1 : Olea europaea « feuille d’Oliver » (Bouabdallah, 2014) ]

b. Ajugaiva L.

Le genre Ajuga appartient a la famille des lamiacées avec plus de 300 especes
différentes. Cette plante est largement distribuée dans les régions arides d’Europe, d’Asie,
d’Afrique et d’Australie. En médecine traditionnelle, 4juga iva est utilis€ pour traiter le
diabéte et I’hypertension (Ziyyat et al., 1997), ainsi que les troubles gastro-intestinales et
I’ulcére de I’estomac (Bellakhdar et al., 1991).

N
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Ajuga iva L (L’ivette) est efficace contre la fievre, la diarrhée, les gaz, les maux de téte
et les maux de dents. En usage externe, elle est souvent employée en applications locales
contre les rhumatismes, comme antiseptique et cicatrisante sur les plaies (Baba Aissa et al.,
1999).

La richesse de I’ivette lui donne plusieurs propriétés prouvées scientifiquement. C’est
un agent antioxydant (Taleb Senoucia et al., 2009), antidiabétique et hypolipidémique (El-
Hilaly et al., 2006), antiarthritique (Arrar et al., 2013). L’étude de toxicité de la plante a été
effectuée par El-Hilaly et al., (2004) et confirmé par Diafat et al., (2016) que la plante n’est

pas toxique.

Figure N° 2 : Ajuga iva

c. Artemisia herba alba

Artemisia est I’'un des plus importants genres de la famille des Astéracées, il comporte
plusieurs centaines d’especes (de 200 a 400 espéces selon les auteurs). I est composé d’un
grand nombre d’herbacées de petite taille dont quelques 280 espéces se rencontrent dans
I’hémisphere nord. Elles sont trés répandues dans les zones arides, y compris notamment
I’ouest des Etats-Unis et les steppes asiatiques. On en trouve également en Afrique du sud et
en Amérique du sud (Quezel et Santa., 1963).

L’ Artemisia herba alba est tres utilisé en médecine traditionnelle lors d’un désordre
gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que
reméde de I’inflammation du tractus gastro-intestinal (Ghrabi et Sand., 2008).

Plusieurs études scientifiques ont également prouvé I’efficacité de 1’armoise blanche
en tant qu’agent antidiabétique (Astekin et al., 2006), leshmanicide (Hatimi et al., 2001),
antiparasitaire,  antibactérien, antiviral, antioxydant, anti-malarien, antipyrétique,

antispasmodique et antihémorragique (Yin et al., 2008).
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Figure N° 3 : Artemisia herba alba

I1.3. Principaux métabolites secondaires

Les métabolismes secondaires sont les polyphénols, flavonoides, les alcaloides, les

tanins.

I1.3. 1. Polyphénols

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu
du régne végétal et font partie intégrante de I’alimentation humaine et animale (Martin et
Andriantsitohaina., 2002). Ils appartiennent a leur métabolisme secondaire et
participent a leur défense contre les agressions environnementales. Ce sont des
phytomicronutriments et généralement des pigments responsables des teintes automnales
des feuilles et des couleurs des fleurs et fruits (jaune, orange, rouge) (Edeas., 2007).

+ Propriétés physicochimiques des composés phénoliques

Les polyphénols sont solubles dans les solvants polaires tels que le méthanol, 1’éthanol
et I’eau. Cependant cette solubilité varie d'une classe de composés a une autre, selon leur
nature chimique, la polarit¢é des solvants utilisés, les substitutions (méthylation ou
glycosylation) sur les groupements hydroxyles, ainsi que leur degré de polymérisation et leur
interaction avec d’autres composés, qui peuvent mener a la formation des complexes
insolubles (Macheix et al., 2005 ; Naczk et Shahidi., 2006).

+ Propriétés biologiques des composés phénoliques dans la plante

Les composés phénoliques sont synthétisés par les plantes, pendant leur
développement normal et en réponse a certaines conditions de stress, telles que les radiations

UV et ’infection par des phytopathogénes (Dembitsky., 2005).
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I1.3. 2. Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables
des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. Les flavonoides sont
rencontrés dans les fruits (notamment du genre Cifrus ou ils représentent jusqu’a 1 % des
fruits frais) et les 1égumes. Des boissons telles que le thé et le café contiennent également des
quantités importantes.

Les flavonoides sont retrouvés également dans plusieurs plantes médicinales. Des
remedes a base de plantes renfermant des flavonoides ont été utilisés en médecine
traditionnelle.

IIs sont capables de moduler I’activit¢ de certaines enzymes et de modifier le
comportement de plusieurs systémes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient exercer une
multitude  d’activités  biologiques, notamment des  propriétés  antioxydants,
vasculoprotectrices, antihépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses et

méme antitumorales significatives (Ghedira., 2005).

I1.3. 3. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées, a propriétés basiques ou amers et
ayant des propriétés thérapeutiques ou toxiques (Delille., 2007). Ils ont des structures trés
diverses et dérivent de différents acides aminés ou de 1’acide mévalonique en passant par
différentes voies biosynthétiques (Judd et al., 2002).

Les propriétés médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de métabolites
secondaires un intérét particulier. Au niveau du systéme nerveux central ils agissent comme
dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caf€ine, strychnine...). Au
niveau du systéme nerveux autonome comme sympathomimétiques (éphédrine),
anticholinergiques (atropine). Certains jouent le rdle d’anesthésiques locaux (cocaine),

d’antipaludiques (quinine) (Beddou., 2015).

I1.3. 4. Tanins

Les tannins (ou tanins) sont des substances d’origine végétale qui ont la propriété de
transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible, le cuir (Bruneton., 1999). Cette
propriété de tannage provient de la création de liaisons entre les molécules de tannins et les
fibres de collagéne de la peau. En outre, ils ont certaines propriétés spéciales telles que

I’aptitude a la précipitation des alcaloides, de la gélatine et des autres protéines.
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Au plan thérapeutique, les tanins ont des propri€tés astringentes prononcées qui hatent
la guérison des blessures et des muqueuses enflammées. Ils sont utilisés, en usage externe,
pour traiter les ulceres variqueux, les hémorroides, les engelures et les brilures, et comme
bains de bouche pour le traitement de I'inflammation et des maladies périodontales. En usage

interne ils traitent la diarrhée et I'hypersécrétion des muqueuses intestinales (Sereme et al.,
2010).
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1. Marrubium vulgare

II1.1. Généralités sur le Genre Marrubium :

Le genre Marrubium comprend environ 75 especes répandues dans une grande partie
du globe : 1'Europe, la Méditerranée et 1'Asie ; 50 especes poussent sur le pourtour de la
Meéditerranée (Greuter et al., 1986). L'aspect général de la plante est tomenteux, laineux. Les
feuilles sont crénelées et dentelées. Les fleurs sont blanches, petites, disposées en verticilles
axillaires et munies de bractéoles (Coste., 1998).

En Algérie, il existe 7 especes du genre Marrubium : Marrubium vulgare, M. spinum,

M. peregrinum, M. alysson, M. alyssoides, M. willkommu et M. deserti (Quezel et Santana.,
1963).

I11.2. L’espece : Marrubium vulgare

I11.2.1. Description botanique de Marrubium vulgare

Le marrube est une plante herbacée, a tiges dressées, portant souvent de nombreuses
pousses courtes et stériles, de 40 a 60 cm de long. Les feuilles sont ovales, arrondies, souvent
un peu cordées a la base, feutrées a la face intérieure. Il posséde de petites fleurs blanches de
12 a 15 mm de long, une corolle a deux leévres dont I’inférieure est trilobée et la supérieure

dilobée ainsi qu’un calice a 10 dents courtes et crochues (Quezel et Santa., 1962).
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Figure N°4 : Description botanique de Marrubium vulgare (Bardet et al., 2008) ;
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I11.2.2. Systématique de la plante

La position systématique de Marrubium vulgare est :
- Régne : Plantae
- Sous-régne : Tracheobionta
- Division : Magnoliophyta
- Classe : Magnoliopsida
- Sous-classe : Asteridae
- Ordre : Lamiales
- Famille : Lamiaceae
- Genre : Marrubium
- Espéce : Marrubium vulgare
- Nom binomial : Marrubium vulgare
4+ Nom vernaculaire algérien : Meriweth
I11.2.3. Distribution et culture
a. Distribution
Elle pousse dans toute 1’Afrique du nord, presque toute 1’Europe, centre et sud-ouest
de I’Asie. Au Canaries naturalisé dans I’Amérique du Nord et dans I’Amérique du Sud (De

Souza., 1998).

b. Culture

Est une plante qui se cultive facilement. Plus particuliérement sur un sol pauvre et sec.
Elle nécessite une forte exposition au soleil. La propagation peut se faire par semis au
printemps, bouturage ou en divisant les racines (c’est la méthode qui est la plus utilisée). Les

feuilles et les sommités fleuries sont récoltées entre juin et septembre (Guiet., 2011).

I11.2.4. Composition chimique

Sur le plan chimique, Marrubium vulgare L. est riche en diterpeénes (El Bardai et al.,
2003), en phenyléthanoides glucosidiques (Sahpas et al., 2002), en tanins, en saponins
(Kurbatova et al., 2003) et en flavonoides (Nawwar-Mahmoud et al., 1989); on lui
reconnait des propriétés antioxydantes (Matkowski et Piotrowska., 2006; Pukalskas et al.,
2012), hypoglycémiantes (Vergara Galicia et al., 2012) et antidiabétiques (Boudjelal et al.,
2003), analgésiques (Dejesus et Cechinel., 2000 ; Meyre Silva et al., 2005) et anti-
inflammatoires (Sahpas et al., 2002).
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I11.2.5. Utilisation de Marrubium vulgare

v Marrubium vulgare L. est largement utilisée en médecine traditionnelle dans le
traitement des troubles digestifs, la perte de I’appétit et la dyspepsie (Raynaud.,
2007).

v Elle est également employée comme antinociceptif (Dejesus., 2000), antihypertenseur
(El bardai et al., 2004), antispasmodique (Rigano et al., 2009), analgésique (Meyre
Silva et al., 2005), insecticide (Pavela et al., 2004), antiinflammatoire (Sahpaz et al.,
2002), antimicrobien (Warda et al., 2009), antioxydant (Weel et al., 1999),
antifongique (Edziri et al., 2007), antileucémique (Alkhatib et al., 2010) et dans de

nombreuses autres activités biologiques.

v’ En Algérie, le marrube blanc est utilis¢ en médecine traditionnelle contre la diarrhée,
le diabete, le rhumatisme, le rhume et les douleurs respiratoires (Belhattab et

Larous., 2006).

Figure N°5: Marrubium vulgare (Bernard., 2015)

I11.2.6. Activités thérapeutiques
» Effets antispasmodiques / effets anti-inflammatoires / effets analgésiques

Schlemper et al., (1996) ont évalu¢ les effets d'un extrait hydroalcoolique des racines
et des parties aériennes de Marrubium vulgare dans plusieurs préparations musculaires lisses
in vitro (Guinée iléon de porc, duodénum de rat, de I'utérus de souris, 1'estomac de rat). Les
résultats ont montré que l'extrait exerce une activité antispasmodique importante qui inhibe
l'action de certains neurotransmetteurs tels que l'acétylcholine, la bradykinine, la
prostaglandine E2, I'histamine et I'ocytocine. Les résultats suggerent un profil d'inhibition non
compétitive avec une inhibition dépendante de la concentration et une diminution de la
réponse maximale selon le cas de l'interférence intracellulaire dans tous les cas par les

agonistes.
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» Activités antimicrobiennes et anti-infectieuse
Kanyonga et al., (2011) ont étudié¢ l'activité antibactérienne in vitro d'un extrait
méthanolique de Marrubium vulgare par la méthode de diffusion sur disque. L'étude a révélé
que l'extrait a montré un effet dépendant de la dose contre Bacillus subtilis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus et Candida albicans et modérément efficace contre

Proteus vulgaris et E. coli alors inefficace dans le cas de Pseudomonas aeruginosa.

» Effets anti hyperglycémiants
Novaes et al., (2000) ont étudié¢ l'effet hypoglycémiant de Marrubium vulgare sur
l'alloxane induit chez les rats diabétiques. Les résultats ont montré que Marrubium vulgare a

causer des effets modérés, avec des taux de 30,3% d'inhibition.

> Effets anticancéreux
Yamaguchi et al., (2006) ont étudi¢ les effets de 1’extrait des feuilles de Marrubium
vulgare sur la lutte contre la tumorigénicité des cellules cancéreuses colorectales humaines, il
a provoqué l'apoptose et de la suppression de la croissance cellulaire dans les cellules
humaines du cancer colorectal et plus géne régulé pro-apoptotique non stéroidien activé par

anti-inflammatoire (NAG-1) a travers la transactivation du promoteur NAG-1.
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IV. Matériel et méthodes

IV.1. Matériel

IV.1.1. Produits et réactifs

v' Hexane (95 %), méthanol (99.7 %), Quercétine, folin-Ciocalteu, DPPH, ABTS",
Trolox, DMF, Hcl (Sigma Aldrich).
v" Chloroforme (Carlo Erba)

Acétate d’éthyle (99.9 %) (Prolabo Chimicals).

v' Acide gallique, Na,CO3, KH,PO4, KoHPO4, ALcls (Biochem), Acide ascorbique (vit
C), KsFe(CNs), Nacl, TCA, Persulfate de potassium, Fecls, ferrozine, Fecl>
(Biochem).

v" Muller Hinton (HiMedia).

v' PDA.

(\

IV.1.2. Appareillages
v Centrifugeuse (Sigma Laborzentrifugen, Germany).
v" Spectrophotométre (UVmini-1240, Shimadzu, Kyoto, Japan).
v Rota vapeur (BUCHI, switzerland, 2011).
v Autoclave (SANOCLAV LaM-3-20-ECZ-J).

IV.1. 3. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitu¢ de feuilles de Marrubium vulgare L. Celles-ci
sont récoltées au mois d’octobre 2015, dans la région d’El Hammadia, Wilaya de Bordj Bou
Arreridj, Algérie. Le séchage des feuilles est effectué¢ a I’air libre et a I’abri de la lumiére et de
I’humidité.
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Figure N° 6 : Le site de la récolte ]




IV, Matériel et méthodes

Tableau N° 1 : Données géographiques de site de récolte.

Site d
Espece l eae Altitude Latitude Longitude D?te de
récolte récolte

Marrubium vulgare | ElHammadia | 841 m | 35°58'47" Nord | 4°44'51" Est | Octobre 2015

IV.I1. Méthodes
IV.I1.1. Extraction

IV.I1.1.1. Extraction par les solvants

Selon Stankovié, (2011), la poudre séche broyée est d’abord mise en contact avec
cinq solvants différents (Le méthanol, 1’hexane, le chloroforme, 1’acétate d’éthyle, et 1’eau
distillée) a raison de 200 ml de chaque solvant pour 50 g de poudre dans un Erlenmeyer en
conservant au maximum les métabolites contre les effets de 1’oxydation par les photons.

Une agitation manuelle simple a été effectuée au début pour assurer que toute la
surface de la poudre est imprégnée par les solvants, puis une agitation mécanique a été
effectuée pour accélérer le processus d’extraction.

Apres 72 heures a température ambiante, le mélange est filtré sur un papier filtre, et le
résidu de I’extraction précédente (retentat) a été repris par 200 ml de chaque solvant et dans
les mémes conditions, le résidu est a nouveau extrait par 200 ml de chaque solvant. Les
extraits organiques (extrait chloroformique, extrait méthanolique, I'extrait hexanique, l'extrait
a l’acétate d’¢éthyle, et ’extrait aqueux) sont évaporés au moyen d’un évaporateur rotatif a

températures 45°C.
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IV.I1.1.2. Détermination du rendement
Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il

est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.

IV.I1.2. Analyses quantitatives des extraits
IV.I1.2.1. Dosage des polyphénols
e Principe

La teneur en composés phénoliques des différents extraits de notre plante a été estimée
par la méthode de Folin-Ciocalteu selon (Singleton et Rossi., 1965) qui est basée sur la
réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique et phosphomolybdique de
réactif de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la
formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum
d’absorption a 765 nm dont I’intensité¢ est proportionnelle a la quantit¢ de polyphénols
présents dans 1’échantillon.
e Mode opératoire

Briévement, 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilu¢) est ajouté a 200 pl d’échantillon ou
standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 pl
d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel.
Apres 2 h d’incubation a température ambiante I’absorbance est mesurée a 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (0-160 pg/ml) et est
exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg

d’extrait).

IV.11.2.2. Dosage des flavonoides
e Le principe

La technique repose sur la formation d’une liaison covalente entre I’ALCI3 et les
groupements OH des flavonoides produisent un complexe de couleur jaune ayant une
absorbance maximale a 430 nm (Huang et al., 2004).
e Mode opératoire

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides
dans les extraits aqueux, méthanolique, chlorformique, hexanique et d’acétate d’éthyle de

Marrubime vulgare. 1 ml de la solution d’ALCI3 (2%) est ajouté a 1 ml de la solution de
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I’échantillon (extraits ou standard) contenant différentes concentrations. Le mélange est laissé
réagir pendant 10 min puis la lecture est faite a 430 nm.

La concentration des flavonoides dans les extraits est calculée a partir de la gamme
d’¢étalonnage établie avec la quercétine (5-50 ug/ml) et exprimée en (ug) d’équivalents de

quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

IV.1.3. Activités biologiques de la plante
IV.I1.3.1 Activité anti oxydante

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder,
prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible. Ainsi, les antioxydants

servent a contrdler le niveau des especes réactives pour minimiser le dommage oxydatif.

IV.I1.3.1.1 Inhibition du radical DPPH
e Principe
L'inhibition du radical libre 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH.) est effectuée
selon la méthode développée par Blois en 1958. Cette méthode permet de mesurer le pouvoir
piégeur et de calculer la concentration inhibitrice médiane ICso des substances antioxydantes.
Le DPPH est un radical libre de couleur violette (Forme oxydée), qui devient jaune
(Forme Réduite) sous l'effet des substances antioxydantes qui lui céde un proton

On peut résumer cette réaction par 1’équation suivante :
DPPH +(AH), — DPPH-H + (A),

Ou (AH), représente un composé capable de céder un hydrogeéne au radical DPPH

(violet) pour le transformer en molécule DPPH-H (Brand Williams et al., 1995).

@g;g O,N@gin_..g

DPPH (radical libre) DPPH (non radical)

Figure N° 8 : Forme libre et réduite du DPPH (Brand-Williams et al., 1995). w
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e Mode opératoire

Dans des tubes secs et stériles, on introduit 1.5 ml de la solution de I'extrait a tester de
chaque concentration déja préparée, on ajoute 0.5ml de solution au DPPH. Apres agitation, les
tubes sont placés a ’obscurité, a la température ambiante pendant 30 minutes. La lecture de
I’absorbance est faite par un spectrophotomeétre a 517 nm contre un blanc préparé pour chaque
concentration qui est constitu¢ de 1.5ml d’extrait et 0.5ml du méthanol. Parallélement, le
controle est préparé, il est composé de 1.5 ml de méthanol et 0.5ml de DPPH. Le test est
réalisé en triplicata pour chaque concentration.

Le pourcentage de I’activité anti-radicalaire est calculé selon 1’équation suivante :

Activité anti radicalaire (%) = [(Ac - A¢) / Ac] x100

Ac¢ : absorbance du controle.

At : Absorbance du test.

IV.I1.3.1.2 Réduction des ions métalliques « Pouvoir réducteur »
e Principe

Cette méthode est basée sur la réduction du Fer (III) (Fe*") présent dans le complexe
K3Fe(CN)s en Fer (II) (Fe*"). L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm.

Une augmentation de [’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir
réducteur des composés testés
e Mode opératoire

Le pouvoir réducteur dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite par
Oyaizu en 1986, 1.25ml de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 1.25ml
d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1.25ml d’une solution de ferricyanure de
potassium K3Fe(CN)s a 1%. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min
ensuite, 1.25ml d’acide trichloroacétique TCA a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction et
les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min. Un aliquote (1.25ml) de surnageant est
combinée avec 1.25ml d’eau distillée et 0.5ml d’une solution aqueuse de FeCl; a 0,1%. La
lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait 8 700nm contre un blanc semblablement
prépare.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide
ascorbique et 1’acide gallique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que
les échantillons. Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des extraits testés.

&)
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IV.11.3.1.3 Réduction du radical-cation ABTS*
e Principe

En réagissant avec le persulfate de potassium (K2S208), I'ABTS (acide 2,2'-
azinobis(3éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique)) forme le radical ABTSe+, de couleur bleue a
verte. L'ajout d'antioxydants va réduire ce radical et provoquer la décoloration du mélange. La
décoloration du radical mesurée par spectrophotométrie a 734 nm est proportionnelle a la
concentration en antioxydants. La méthode est généralement standardisée par rapport au

TROLOX. (Re et al., 1999)
(ABTS) : ABTS AB™* +¢

o Mode opératoire

Un stock d’une solution mere d’ABTSe+ stable est préparé en mélangeant 7 mM d’une
solution aqueuse d’ABTS avec 2.45 mM d’une solution de persulfate de potassium K>S>Og
(concentration finale 3.5 mM), Le mélange est laissé a 1’obscurité et a température ambiante
pendant 12 a 16h pour former le radical cation ABTS+ avant 1’utilisation, pour arréter la
réaction le mélange a été refroidit au réfrigérateur. Cette solution est par la suite diluée avec
I’eau distillée afin d’avoir une absorbance de 0.700 (+ 0.02) a 734 nm.

1,9 ml d’ABTS™" fraichement préparée sont ajoutés a 0,1 ml d'extrait et I’absorbance a
¢té mesurée a 734 nm aprés 10 min pour chaque série d'analyses. Le blanc du test comprend
(100pl du méthanol et 1.9 ml d’ABTS+). Le Trolox est utilis¢ comme standard. Le

pourcentage d'inhibition est calculé selon la formule suivante :

Inhibition (%) = [(Abs « - Abs ] / (Abs ¢)] x 100

Abs ¢ : Absorbance du controle

Abs ¢ : Absorbance du test.

IV.I1.3.2 Chélation du fer
e Principe

La capacité chélatrice des extraits des plantes est déterminée selon la méthode de
Dinis et al., (1994). La méthode est basée sur I'inhibition de la formation du complexe Fe(II)-

Ferrozine aprés le traitement des échantillons avec les ions Fe?".
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e Mode opératoire

Une prise de 100 pl d’extrait a différentes concentrations est ajoutée a 200 ul de
Chlorure de fer (FeCly, 0,2 mM), suivis de 500 pl d’eau distillée Aprés une agitation
vigoureuse et un repos de 5 min, 200 pl de ferrozine (SmM) sont ajoutés. Le mélange est agité
et laissé au repos pendant 10 min a température ambiante permettant ainsi la complexation du
fer résiduel et la formation du complexe Ferrozine-Fe2". Un contrdle négatif (sans extrait) est
préparé dans les mémes conditions. L'absorbance du complexe Fe*'-ferrozine est mesurée a
562 nm.

L'activité chélatrice est exprimée en pourcentage en utilisant 1'équation ci-dessous :

Activité chélatrice (%) = [(Ac - A) / A x100

A : absorbance du standard.

At : absorbance de 1'échantillon

IV.I1.3.3 Activité antibactérienne
e Les souches microbiennes testées

Le matériel microbiologique est constitué de 6 souches bactériennes. Ce sont des
bactéries a Gram positif et 8 Gram négatif pathogénes pour ’homme, Elles proviennent du
laboratoire de microbiologie appliquée de 1’universit¢ Ferhat Abbas -Sétif-(Algérie). Les
souches bactériennes sont : Escherichia coli G, Bacillus cereus G, Salmonella typhimurium
G, Staphylococcus aureus G*, Proteus mirabilis G™ et Micrococcus luteus G.
e Milieux de culture

Le milieu de culture utilisé¢ pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne de 1’extrait
sec de Marrubium vulgare : Mueller-Hinton.
e Antibiotique

Afin de comparer les effets antibactériens des extraits secs de Marrubium vulgare avec
ceux des antibiotiques, on a utilis¢ I’Amoxicilline comme standard. C’est un antibiotique de
la famille des B lactamine qui est utilis€ pour la comparaison entre son effet antibactérien et
celui des extraits secs de Marrubium vulgare.
e Mode opératoire

L’activité antibactérienne in vitro des différents extraits de Marrubium vulgare a été

étudiée par la méthode de diffusion sur puits contre : Escherichia coli G*, Bacillus cereus G*,

Salmonella typhimurium G, Staphylococcus aureus G*, proteus mirabilis G*, Micrococcus

luteusG". En utilisant la gélose de Mueller-Hinton.

=
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Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures et le diametre de la zone
d’inhibition est mesurée en mm.

Pour le témoin on a utilisé¢ 1’antibiotique Amoxicilline et le DMF. Les solutions des
extraits sont préparées dans le DMF et les dilutions sont préparées de facon a obtenir des

concentrations 72 a partir de la solution mere.

IV.I1.3.4 activité antifongique
e Les souches fongiques testées

L’activité antifongique des extraits de Marrubium vulgare a été déterminée contre les
souches fongiques Fusarium oxysporum f.sp. Albedinis, Phytophthora infestans, Fusarium
solani var. coeruleum, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, et une levure Candida albicans.
e Milieux de culture

Le milieu de culture utilisé pour 1’évaluation de I’activité antifongique des extraits
secs de Marrubium vulgare est la gélose dextrosée a la pomme de terre (PDA).
e Mode opératoire

- Technique des puits

Selon le protocole décrit par Yollande., (2009) I'inoculum a été ensemencé a l'aide
d'un écouvillon stérile sur toute la surface du milieu, préalablement trempé dans la suspension
microbienne, et déchargé au maximum, sur la totalité¢ de la surface gélosée en stries serrés.
L’opération a été répétée deux a trois fois, en tournant la boite a chaque fois sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie du milieu.

Apres 15 min, des puits ont été découpés a l'aide de pipettes Pasteur. Et une goutte
d’extrait a été ajoutée dans chaque puit (une concentration différente pour chaque puit).

Ensuite, 25 pl de I’extrait sont distribués dans chaque puits. Les boites sont incubées
dans une étuve a 28°C pendant 72 heures.

Des essais témoins sont effectués in vitro pour le DMF pur vis-a-vis de chaque type de
souche microbienne.

L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une auréole autour des puits. La
lecture des résultats s’effectue par la mesure des diamétres des zones d’inhibitions. Un produit

est considéré actif, si le diametre de la zone d’inhibition est supérieur a 8 mm.
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V. Résultats et discussion

V.1. Résultats

V.1.1 Rendement d’extraction

Les rendements ont été calculés en utilisant la formule suivante :

Rdt : rendement en %

PF : produit final
MS : Matiére seche.

PF

|

Rdt % = —— X 100 ]

MS

|

Les rendements obtenus pour les différents extraits sont représentés dans le

tableau N°2.

Tableau N°2 : Rendement d’extraction.

Extraits

Aqueux

Méthanol

Hexane

Chloroforme

Acétate d'éthyle

Rendements (%)

22,93

18,81

2,52

4,06

6,47

V.1.2 Dosage des polyphénols totaux

La concentration des polyphénols totaux est déterminée par la méthode de Folin-

Ciocalteau a partir d’une courbe d’étalonnage utilisant I'acide gallique comme standard

(Figure 13), la quantité¢ de polyphénols totaux a été exprimée en mg d’équivalent d'acide

gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait). En plus de sa sensibilité, cette méthode de

dosage présente une reproductivité puisque [’absorbance est étroitement corrélée a la

concentration de I'acide gallique utilisée dans la gamme d’étalonnage, R? = 0,9939.

2
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Figure N° 9 : Courbe d’étalonnage de I'acide gallique.

La teneur en polyphénols de différents extraits de Marrubium vulgare sont présentés dans

le tableau N°3

Tableau N°3 : Teneur en polyphénols totaux dans les extraits de Marrubium vulgare.

Extraits

EAq

EMet

ECh

EHx

EAct

Polyphénols (png EAG/mg d’extrait)

66,15

136,35

66,35

161,55

130,85

V.1.3. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium

(AICI3) en utilisant comme standard la quercétine figure 9. Les résultats sont représentés dans

le tableau N°4

Tableau N°4 : Teneur en flavonoides dans les extraits de Marrubium vulgare.

Extraits

EAq

EMet

ECh

EHx

EAct

Flavonoides (ug EQ/mg d’extrait)

0,1

7,35

8,75

9,32

14,86

Le dosage des flavonoides a révélé que I’extrait d’acétate d’éthyle (EAct) est le plus

riche en flavonoides 14,86 ug EQ/mg d’extrait, suivi par 1’extrait hexanique (EHx) 9,32 ug

EQ/mg d’extrait, I’extrait chloroformique (ECh) renferme 8,75 ng EQ/mg d’extrait, I’extrait

méthanolique (EMet) contient 7,35 nug EQ/mg d’extrait, alors que I’extrait aqueux (EAq) ne

contient que 0,1 pg EQ/mg d’extrait.
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Figure N° 10 : Courbe d’¢étalonnage de la Quercétine.

La quantité des flavonoides a été rapportée en pug d’équivalent de quercétine par mg
d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
V.1.4 Activités biologiques
V.1.4.1 Activité anti oxydante

a. Inhibition du radical DPPH

L’activité¢ antioxydante des différents extraits de Marrubium vulgare vis-a-vis du
radical DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical
qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a
517 nm.

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits de la partie aérienne de
Marrubium vulgare ont une activité anti-radicalaire concentration dépendante (Figure 11)

L'activit¢ antioxydante des différents extraits ainsi que des standards utilisés est
exprimée en ICso (Concentration inhibitrice 50). C'est la concentration qui neutralise (réduit)
50% du radical libre (DPPH), plus la ICso est faible est plus l'antioxydant est puissant. La
figure 15 montre les différentes ICso Obtenues pour nos extraits et les standards.

D’apres les résultats on remarque que les différents extraits des feuilles de Marrubium
vulgare pieégent les radicaux DPPH avec des ICso de 23.222, 110.549, 140.811, 208,14 et
269,046 ng/ml pour EMet, EAct, EAq, ECh et EHx, respectivement (Figure 12). Une activité
qui reste trés inférieure a celles des standards : I’acide gallique (0.436pg/ml) et 1’acide

ascorbique (2.203pg/ml).
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b. Pouvoir réducteur

C’est un test rapide, reproductible et facile a exécuter pour évaluer 1’activité

antioxydante. Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique

Fe’* en fer ferreux Fe?*. La puissance de réduction est un des mécanismes antioxydants.

Dans notre travail, nous avons opté pour tester les différents extraits de la partie

aérienne pour la plante étudiée. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes pour

chaque extrait. Les résultats représentés dans les figures suivantes nous ont montré que la

capacit¢ de réduction est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration de nos

échantillons.
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Figure N°13 : Pouvoir réducteur d’ECh
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Figure N°17 : Pouvoir réducteur d’EAct

¢. Réduction du radical-cation ABTS*

L'inhibition du radical cationique ABTS" a été évaluée pour tester I’activité

antioxydante de la plante. Les extraits de la partie aérienne de la plante étudiée ont inhibé

I’ABTS, comme le montre la Figure 18 et les calculs ont été faite a 1’aide de 1’équation

suivante :

Ac-At

% d’inhibition du radical cation ABTS'= — X 100

C

Ac : Absorbance du control

At : Absorbance du test

Le Trolox a été utilisé comme standard et les résultats ont été représentés dans la

figure 19

Les résultats montrent que 1’extrait le plus actif est 1’extrait méthanolique arrive a un

pourcentage d’inhibition de 41.03 % a 500 pg/ml, leur activité est faible par rapport a celle du

Trolox 92,857 % a la méme concentration, ensuite viennent par ordre décroissant d’activité

I’extrait chloroformique, suivi par ’extrait d’acétate d’éthyle, 1’extrait d’hexane et enfin

I’extrait aqueux qui a un pourcentage d’inhibition de 10.06 %.
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V. Résultats et discussion

V.1.4.2 Chélation du fer
La capacité chélatrice de I’extrait est estimée selon la méthode de Dinis et al., (1994)
en comparaison avec I’EDTA. La complexation de la ferrozine avec le fer résiduel conduit a

la formation d’un chromophore rouge (Fe*?-ferrozine) ayant un maximum d’absorption a 562

nm.
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V. Résultats et discussion

D’apres les résultats obtenus nous avons trouvé que ’extrait EHx des feuilles d’M.
vulgare chélate les ions ferreux plus efficacement que les autres extraits avec un pourcentage
d’inhibition de 84,61% a 25 pg/ml. Le pouvoir chélateur de ’EDTA est trés élevé (95 % a 25
ng/ml) par rapport a celui des autres extraits.

V.1.4.3. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne c’est la capacit¢ des extraits de neutraliser les
développements des bactéries dans un milieu de culture.

Les extraits de la plante ont été¢ dissous dans du DMF de fagon a obtenir une
concentration de 500 mg/ml, a partir de cette concentration nous avons effectué¢ une série de
dilutions afin d’obtenir des concentrations 2 a partir de la solution mere.

Aprés une incubation de 24 H a 37C°, les résultats ont montré que la plupart des
extraits n’exercent aucun effet inhibiteur contre les souches bactériennes utilisées,

contrairement aux résultats de 1’amoxicilline.

e Les résultats de I’antibiogramme sont montrés sur la figure 21 en dessous

Figure N° 21 : L’effet de ’antibiotique Amoxicilline

e L’activité antibactérienne la plus significative a été enregistrée par 1’extrait
aqueux contre la bactérie Bacillus cereus avec un diametre de zone d’inhibition

(22mm). Comme il est montré sur la figure 22

Figure N° 22 : L’activité inhibitrice de 1’extrait aqueux contre la bactérie Bacillus cereus 1
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V. Résultats et discussion

Tableau N°5 : Diameétres des zones d’inhibition en mm des souches microbiennes vis-a-vis

’antibiotique Amoxicilline.

Diameétres des zones d’inhibition (mm)

1 Bactérie | Micrococcus luteus | Staphylococcus aureus roteus mirabilis
Antibiofig Py p

Amoxicilline 46.5 29.75 27.25

V.1.4.4. Activité antifongique

L’activité antifongique in vitro des différents extraits de Marrubium vulgare a été
¢tudiée par la méthode de diffusion sur puits.

Nous avons dissous les extraits de la plante dans du DMF pour obtenir une
concentration de 500 mg/ml, a partir de cette derni¢re nous avons fait des dilutions de facon a
obtenir des concentrations ' a partir de la solution mere.

Les résultats de [D’activité¢ antifongique montrent que les extraits de la plante

Marrubium vulgare n’ont pas d’effet inhibiteur contre les souches fongiques utilisées.

Figure N°23 : Activité antifongique
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V. Résultats et discussion

V.2. Discussion

Les plantes médicinales ont fait I’objet de beaucoup d'études a cause de leurs principes
actifs qui différent d’une plante a une autre créant ainsi une biodiversité remarquable. Plus de
cinq milles substances naturelles différentes ont été identifiées (Farombi., 2003).

Parmi ces substances, on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires
qui sont surtout utilisés en thérapeutique. La pharmacopée utilise encore une forte proportion
de médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules
actives nouvelles, ou des mati¢res premiéres pour la semi-synthése (Bahorun., 1997).

Certaines plantes sont utilisées pour traiter le rhume et de la fievre (Marrubium
vulgare et Rosmarinus officinalis), les troubles d'estomac (Mentha spicata) (Venderjagt et
al., 2002), les maladies rénales (coriandrum saturom) (Aissaoui et al., 2008), et plusieurs
d’entre elles sont utilisées pour leurs effets analgésiques, antipyrétiques et anti inflammatoires
(Rasekh et al., 2001 ; kanko et al., 2004).

Marrubium vulgare L. est une plante largement utilisée en médecine traditionnelle
dans le traitement des troubles digestifs, la perte de 1’appétit et la dyspepsie. Elle est
¢galement employée comme, antihypertenseur, antispasmodique, analgésique, insecticide,
antiinflammatoire, antimicrobien, antioxydant, antifongique, antileucémique et dans de
nombreuses autres activités biologiques (Raynaud et al., 2007.)

Dans le but d’évaluer les activités biologiques de cette plante, nous avons utilisé
plusieurs tests in-vitro.

Les composés phénoliques de la partie aérienne de Marrubium vulgare se sont répartis
entre les différents solvants d’extraction en fonction de leur solubilité et de leur polarité. Dans
cette extraction des solvants de polarité différente ont été utilisés dont le plus polaire étant
I’eau, méthanol suivi de I’acétate d’éthyle, le chloroforme et I’hexane qui est le plus apolaire.

Le rendement d’extraction est effectivement variable en fonction du solvant utilisé. Le
calcul des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale a montré que ’EAq
représente le rendement le plus élevé de (22,93 %) suivi par ’EMet (18,81 %), I’EAct
(6,47%), ’ECh (4,06%) puis ’EHx (2,52%)).

La majeure partie des composés de 1’extrait des feuilles de Marrubium vulgare se
retrouvent dans ’EAq (22,93 %), contrairement aux extraits du chloroforme et de ’hexane
pour lesquels de faibles taux d’extraction ont été enregistrés.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux des autres études, car le

rendement n’est que relatif et semble étre li¢ aux propriétés génétiques de la plante ainsi qu’a

.



V. Résultats et discussion

I’origine géographique, aux conditions de la récolte et aussi aux méthodes d’extraction
appliquées (Lee et al., 2003).

Dans la présente étude, la méthode d’extraction par macération sous agitation permet
d’accélérer le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec
I’extrait tout en préservant la bioactivité de ses constituants. De méme, le déroulement de
cette extraction a température ambiante ainsi que I’épuisement d’extrait a pression réduite
permettent d’obtenir le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou
modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes
d’extraction.

Afin d’analyser les extraits préparés a partir des feuilles de Marrubium vulgare, un
dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le
choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydantes des
plantes leur sont attribués. (Li et al., 2007)

Les composés phénoliques font actuellement 1’objet de nombreuses études car ils sont
reconnus pour leurs différentes activités biologiques (Trabelsi ef al, 2010) et ils ont été
rapportés pour des propriétés pharmacologiques intéressantes et variées, a savoir leurs
propriétés antioxydantes et anti-radicalaires (Ismail et al., 2010 ; Troszynska et al., 2010),
anti-inflammatoires (Narayana et al., 2001), anticancéreuse (Zhang et al, 2010), anti-
allergique (Zhao et al., 2005), antifongique (Harborne et Williams., 2000) et antibactérienne
(Dembitsky., 2005 ; Kuete et al., 2010).

Dans notre étude nous avons trouvé que ’EHx représente 1’extrait le plus riche avec
161,55 ng EAG/mg d'extrait, suivi de ’'EAct 136,85 ng EAG/mg d'extrait, ’EMet avec
130,35 pg EAG/mg d'extrait et ’'ECh 66,35 ng EAG/mg d’extrait. L’EAq avec 66,15 ug
EAG/mg d’extrait représente la fraction qui contient la plus faible teneur en polyphénols.

Ghedadba et al., (2014) ont déterminé la teneur en polyphénols de [’extrait
méthanolique de la méme plante et 'ont estimé a 3,42 pg EAG/ mg, cette valeur est
largement inférieure a celle que nous avons trouvé dans notre étude et qui est de 130,35 ug
EAG/mg d'extrait. La teneur en polyphénols de I’extrait aqueux est de 03,07 pg EAG/ mg
d’extrait selon la méme étude, Cette valeur ne concorde pas avec la valeur que nous avons
trouvé pour le méme extrait et qui est 66.15 pg EAG/ mg.

Dans une étude qui a été faite sur la plante Marrubium deserti, Ghedadba et al.,
(2015) ont déterminé la teneur en polyphénols totaux de la partie aérienne, ils ont trouvé que

la teneur des polyphénols totaux est de 1,71 ng EAG/mg dans 1’extrait aqueux et un taux plus
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V. Résultats et discussion

important (1,84 ug EAG/mg) dans I’extrait méthanolique, ces teneurs sont inférieures a celles
obtenus dans la présente étude avec les feuilles de notre plante.

Pour ce qui est de la teneur en polyphénols du Marrubium vulgare, des résultats
différents ont été obtenus aussi a partir des organes végétatifs de la méme espece de
Marrubium vulgare. Un taux de 18,21mg EAG/ml d’extrait a ét¢ avancé par Boudjelal.,
(2013). Une teneur extrémement importante en composés phénoliques totaux de Marrubium
vulgare a été notée lors d’une étude menée par Matkowski et Piotrowska., (2006).

En effet, le contenu phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinséques (génétique) et extrinseéques (environnement et stockage) (Falleh ez al., 2008).

Les flavonoides pourraient étre a I’origine des vertus préventifs et curatifs de plusieurs
plantes médicinales. Ils sont connus par leurs remarquables activités pharmaco-biologiques
comme entre autres des effets, antivirales, antimicrobiens (Narayana et al., 2001 ; Seyoum et
al., 2006) antiallergiques, anti-inflammatoires, anti-thrombotiques, anti-tumoraux et hépato
protecteurs (Middleton ez al., 2000). Ces activités sont attribuées en partie aux propriétés
anti-oxydantes de ces composés naturels.

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure
d’aluminium révele que I’extrait d’acétate d’éthyle et 1’extrait hexanique sont les plus riches
en flavonoides avec des teneurs de (14,86 pg EQ/mg d’extrait) et (9,32 ng EQ/mg d’extrait)
respectivement. Par la suite vient I’extrait du chloroforme (8,75 ng EQ/mg d’extrait) suivi par
I’extrait méthanolique (7,35 pg EQ/mg d’extrait). Cependant seulement (0,1 pg EQ/mg
d’extrait) sont trouvés dans 1’extrait aqueux.

Dans leur étude Ghedadba et al., (2014), ont trouvé des teneurs en flavonoides de 18
mg EQ /g d’extraits et de 4.34 mg EQ /g pour les extraits méthanoique et aqueux
respectivement. Ces résultats sont supérieurs aux résultats qu’on a trouvés pour les mémes
extraits.

Plusieurs méthodes ont été utilisées, dans des travaux précédents, pour déterminer
I’activité antioxydante des plantes (Ghedadba et al., 2014 ; Ghedadba et al, 2015). Dans la
présente ¢étude nous avons utilisé trois méthodes différentes pour évaluer [’activité
antioxydante des feuilles de Marrubium vulgare. Ces méthodes sont basées sur des
mécanismes antioxydantes différents : 1’effet piégeur des radicaux libres, par le test DPPH et

ABTS", la mesure du pouvoir réducteur.
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V. Résultats et discussion

A des fins comparatives deux antioxydants standards sont utilisés ; ’acide gallique et
I’acide ascorbique. Ils ont montré une activité antiradicalaire trés puissante avec des ICso de
I’ordre de 0.436 pg/ml et 2.203 pg/ml respectivement.

Parmi les cinq extraits de feuilles de M. vulgare, ’EMet représente 1’extrait le plus
actif avec une ICso de I’ordre de 23.222 pg/ml suivi par I’EAct avec une ICso de 110,549
pg/ml.

L’activité anti radicalaire la plus faible a été exprimée par I’EHx et ’ECh avec des
ICs0= 269,046 pg/ml et 208,14 pg/ml respectivement, qui sont moins actifs que I’EMet. Une
activité intermédiaire a été obtenue avec I’EAq ayant une ICso de ’ordre de 140.811 pug/ml,
soit 1/6 de I’activité exprimée par ’EMet.

En comparaison avec les antioxydants standards, tous les extraits testés s’averent
moins actifs. L’acide gallique est 53 a 253 fois plus actif que I’EMet et I’EAc, alors que
I’acide ascorbique est 05 fois moins actifs que 1’acide gallique.

L’ICso de ’EMet de la méme plante a été déterminé par Ghedadba et al., (2014) a
1,5ug/ml, alors que Khaled Khodja et al., (2014) I’en déterminé a 0.5 pg/ml, ces valeurs sont
bien inférieures aux valeurs que nous avons trouvé pour le méme extrait et qui est de 23.222
ug/ml.

Nos résultats sont différents de ceux de Pukalskas et al., (2012) qui ont prouvé que
I’extrait méthanolique de Marrubium vulgare de la Pologne s’est avéré a une activité
antioxydante remarquable dans la neutralisation du radical DPPH (ICso=1,15pug/ml).

L’activité antiradicalaire des EMet et EAc pourrait s’expliquer par leurs teneurs
¢levés en composés phénoliques. Selon les travaux de Ghedadba et al., (2014) sur ’espece
M. vulgare cette activité est due aux phénylpropanoides glycosilés qui sont des puissants
antioxydants.

La capacit¢ de I’extrait a donner un ¢électron en convertissant le fer ferrique
Fe’" en fer ferreux Fe?*, est évalué par le pouvoir réducteur, cette réaction se manifeste par
I’apparition de la couleur bleu mesurable a 700 nm. Une absorbance élevée indique que
I’extrait possede un grand pouvoir réducteur.

Les résultats obtenus nous ont montré que la capacité réductrice est proportionnelle a
I’augmentation de la concentration de nos échantillons, c'est-a-dire que le pouvoir réducteur
des extraits est concentration dépendante. Ce qui est confirmé par plusieurs auteurs (Ozturk

etal.,2007 ; Su et al., 2008 ; Liuk et al., 2009).
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V. Résultats et discussion

L’acide gallique a un pouvoir réducteur plus puissant que celui de l'acide ascorbique,
et les deux standards ont montré un pouvoir réducteur bien plus puissant que les extraits et
cela a une concentration plus basse.

D’apres les résultats, nous avons remarqué que 1’extrait méthanolique & un pouvoir
réducteur inférieur a celui de 1’acide gallique avec une absorbance maximale de 0.52 a 1000
png/ml, par contre 1’acide gallique donne une absorbance maximale de 0.955 a 40 pg/ml ;
pour I’extraits d’acétate d’éthyle son pouvoir réducteur arrive a son maximum 0.372 a 1000
ng/ml mais reste inférieur de celle du EMet, la méme remarque a été enregistrée pour I’EAq
et PEHx qui donnent une absorbance maximale de 0.323 et 0.221 a la méme concentration
respectivement, 1’extrait chloroformique présente le pouvoir réducteur le plus faible avec une
absorbance de 0.182 toujours a la méme concentration.

Nos résultats peuvent €tre expliqués par 1’existence de molécules ayant un potentiel
réducteur donneur d’¢électron plus fort dans I’extrait méthanolique que les autres extraits de
notre plante.

En générale, le potentiel réducteur des extraits végétaux est dii a la présence de
molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les
convertir en produits stables, terminant de ce fait les réactions en chaines parmi lesquelles les
polyphénols (Sousa et al., 2008), ce qui explique le potentiel réducteur des extraits de la
plante étudiée.

En ce qui concerne le test ABTS" les résultats obtenus montrent que I’extrait le plus
actif est celui du méthanol avec une inhibition maximale de 88.44% a 2000 pg/ml, ensuite
vient par ordre décroissant 1’extrait chloroformique 54.13%, DI’extrait d’acétate d’éthyle
52.06%, I’extrait d’hexane 47.26% et enfin I’extrait aqueux 42.93%.

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits de Marrubium vulgare ainsi
que le standard agissent d’une manicére concentration dépendante avec la formation du
complexe (Fe?*-Ferrozine), suggérant qu’ils possédent une activité chélatrice tout en capturant
I’ion ferreux avant qu’il soit complexé avec la Ferrozine.

Les pourcentages d’inhibitions des différents extraits testés montrent une grande
variation allant de 12.5% a 84,61%. L’EHx semble avoir I’activité chélatrice la plus
importante avec un pourcentage de 84,61% atteint a la concentration de 25 pg/ml, vient
ensuite I’ECh avec une inhibition de 86,53% a 50 pug/ml, puis I’extrait EAc avec 52,88% a la
méme concentration. Le pouvoir chélateur des extraits EMet et EAq est le plus faible, avec

des pourcentages de 23,07% et 12,5% respectivement a 50pg/ml.
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La capacité chélatrice est trés importante du fait qu’elle réduit la concentration de
métaux de transitions catalyseurs de la peroxydation lipidique. En effet, le fer peut stimuler
I’oxydation des lipides par la réaction de Fenton, et accélére également cette oxydation en
décomposant les hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur tour
entretenir la réaction en chaine (Elmastas er al, 2006). 11 a été rapporté que les agents
chélateurs qui forment une liaison de type ¢ avec les métaux sont actifs comme antioxydants
secondaires car ils réduisent le potentiel redox et stabilisent la forme oxydée de I’ion
métallique (Suresh Kumar et al, 2008).

Des travaux récents montrent que les composés phénoliques ne sont pas les principaux
chélateurs présents dans les extraits qui sont en fait un mélange complexe d’acides organiques
(acides citrique, malique, tartrique, oxalique, lipoique et phytique..etc.), d’acides aminés et de
sucres qui peuvent contribuer également a la séquestration des métaux de transition (Wong et
al., 2006). Les composé€s contenants le nitrogene sont généralement des chélateurs plus
puissants que les composés phénoliques (Chan et al., 2007). De plus, la capacité chélatrice
d’un composé phénolique dépend de la disponibilité d’un certain nombre de groupements
fonctionnels convenablement orientés (Van Acker ef al., 1996). Donc un échantillon riche en
composés phénoliques ne pourrait pas chélater les métaux de transition si ses polyphénols ne
disposent pas les groupements fonctionnels nécessaires pour ’activité chélatrice.

Nous avons ¢étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits de Marrubium vulgare
par la méthode de diffusion sur puit en utilisant un milieu gélos¢ solide, Mueller-Hinton pour
les bactéries et PDA pour les champignons. L’activité antimicrobienne des extraits a été
estimée en termes de diametre de la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits
a tester vis-a-vis de deuze germes pathogénes dont six bactéries & Gram * et & Gram ~ et six
champignons.

L’effet inhibiteur de la croissance de germe est réservé pour I’EAq a partir d’une
concentration mere de 500 mg/ml, sur la bactérie Bacillus cereus et donne un diametre
d'inhibition maximal de 22 mm, Les diamétres d’inhibition sont en fonction de la dose
déposée sur le puit. Par contre les résultats de 1’activité antimicrobienne des EMet, ECh, EHx,
et EAc sont négatifs, aucun extrait n’a eu d’effet contre les germes utilisés.

Les souches de bactéries a Gram”™ et & Gram™ (Micrococcus luteus, proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus) ont montré des sensibilités différentes vis-a-vis 1’antibiotique

standard testé : Amoxicilline.
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V. Résultats et discussion

La bactérie Micrococcus Iuteus est une bactérie & Gram®, c’est la plus sensible
a I’Amoxicilline avec un diametre de zone d’inhibition de 46.5 mm, suivi par
Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition de 29.75 mm, et en fin proteus mirabilis
présente un faible taux de sensibilité (27.25 mm).

L’efficacit¢ optimale d’un extrait ne peut pas étre due a un constituant actif
majoritaire, mais plutdt a 1’action combinée (synergie) de différents composés (Essawi et
Srour., 2000). Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres
complexe. Parmi les hypothéses avancées, I’inhibition de la synthése de l'acide nucléique,
I’altération des fonctions de la membrane cytoplasmique, la séquestration de substrats
nécessaires a la croissance microbienne et I’inhibition du métabolisme énergétique microbien
(Jungkind., 1995).

Les résultats ont indiqué que plusieurs parametres peuvent influencer la détermination
de I’activité antimicrobienne comme : le type des micro-organismes ciblés, la méthode
d’évaluation de [I’activité antimicrobienne, la concentration, le type de I’extrait et
particulierement la nature et la structure moléculaire des molécules bioactives des métabolites
secondaires (Cushnie et Lamb., 2011).

L’activité antibactérienne de différents extraits (EMet, EAq) de la méme plante a été
é¢tudi¢ par Ghedadba et al., (2014) contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa , leurs résultats sont aussi négatifs.

Selon Ghedadba et al., (2014) la paroi d’Escherichia coli (bactéries a Gram
négatives) est tres riche en lipopolysaccharides (LPS), qui empéchent les molécules comme
les terpénes hydrophobes d’adhérer a lui. D’ailleurs, ces micro-organismes sont mobiles, il est
probablement possible a ces bactéries d’étre déplacées profondément dans 1’agar nutritif de
gélose, et par conséquent d’échapper ainsi a I’action des métabolites contenus dans les extraits
du Marrubium vulgare. La plus grande résistance du Gram (+) de Staphylococcus aureus vers
les extraits peut €tre expliquée par la structure de paroi hétérogene de la bactérie : la présence
de I’exo polysaccharide contenant une couche externe (glycocalyxe), la présence de certains
composants comme 1’acide techoique et quelques liens entre les divers composants donnent

au polymere fortement réticulé de parois une structure tertiaire inconnue.
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V. Résultats et discussion

La détermination de 1’activité antifongique a été estimée par la mesure du diamétre de
la zone d’inhibition autour des disques, induit par les concentrations des différents extraits.

Les résultats de ’activité antifongique des feuilles du Marrubium vulgare obtenus sont
négatifs. Aucun extrait n’a eu d’effet contre les champignons examinés ; Fusarium oxysporum
f.sp. albedinis, Phytophthora infestans, Fusarium solani var. coagulum, Aspergillus niger,

Aspergillus flavus, et une levure Candid albicans.

Bouterfas et al.,, (2016) ont étudié I’effet des différents extraits des Marrubium
vulgare vis-a-vis de candidat albicans et de aspergillus niger, contrairement a nos résultats,
tous les extraits ont montré un effet positif et des zones d’inhibition qui varie en fonction de la

concentration des extraits.
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Conclusion et perspectives

La phytothérapie, proposent des remedes naturels, est bien acceptée par I’organisme.
Elle connait actuellement un renouvellement exceptionnel en occident du fait des effets
secondaires induits par les médicaments inquiétant les utilisateurs qui font alors appel a une
médecine plus douce.

En Algérie, comme dans tous les pays du Maghreb et les pays en voie de
développement, le recours a la médecine traditionnelle est largement répandu, et plusieurs
remedes a base de plantes utilisés individuellement ou en combinaison sont recommandés.

Notre intérét s’est porté sur Marrubium vulgare L. ou Marrube blanc, espece végétale
utilisée en phytothérapie. Afin de vérifier D’efficacité de cette plante sur les activités
antioxydante, antibactérienne et antifongique.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante a révélé que les différents extraits ont montré
une trés forte activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH, un pouvoir réducteur
important, et un effet piégeur significatif du radical-cation ABTS+.

A travers ’é¢tude de D’activité¢ antibactérienne des différents extraits de la plante
Marrubium vulgare L. vis-a-vis des souches bactériennes pathogenes, il apparait que
I’inhibition de la croissance varie en fonction de I’espéce bactérienne, la concentration du
produit testé et aussi du milieu de culture utilisé.

Concernant [’activité antifongique, tous les extraits n’ont montré aucune activité
inhibitrice vis-a-vis les souches fongiques testées.

En perspective, il serait important

» De confirmer I’effet antioxydant in vivo (chez les animaux).

» Faire des études a 1’échelle moléculaire pour déterminer, d’une part les composés de la
plante Marrubium vulgare. (Notamment ce qui concerne I’identification et la
purification des composés phénoliques et des flavonoides) qui peuvent étre
responsables de tels effets et d’autre part, le mécanisme absolu par lequel ces
composés accomplissent leurs effets biologiques.

» D’évaluer I’activité de la plante contre d’autre maladies telles que le diabéte,
I’hypertension et 1’arthrite...etc.

» D’approfondir les recherches sur une large gamme de souches microbiennes et
d’identifier les constituants actifs responsables de I’activité antibactérienne.

» Faire 1’étude de toxicité chronique chez les rats.

» Etude de I’effet tératogene.
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Dosage Flavonoide :
Tableau N°1 : de I’absorbons de quercitrine dans déférent concentration.

Concentration (ug/ml) 5 10 25 130 40 |50
Absorbance (a 430 nm) 0,14 | 0,265 | 0,6 | 0,754 |1 0,97 | 1,17

Tableau N°2 : la quantité de flavonoide dans I’extrait de Marrubium vulgare.

Flavonoide

Extrait aqueux | méthanol | chloroforme | hexane acétate d’éthyle
Concentration (mg/ml) 1 1 1 1 1

Quantité de flavonoide 0,1 7,35 8,75 9,32 14,86

(ug EQ/mg d’extrait)

Dosage polyphénol :

Tableau N°3 : I’absorbance de 1’acide gallique dans défeérent concentration.

Concentration (pg/ml) 25 50 75 100 150 175
Abs (a 765nm) 0,383 | 0,743 1,037 1,428 | 2,046 | 2,301

Tableau N°4 : la quantité de polyphénol dans 1’extrait de la marrubium vulgure.

Polyphénol

Extrait aqueux | méthanol | chloroforme | hexane | acétate d’éthyle
Concentration (ug/ml) 200 200 200 200 200

Quantité de polyphénol | 66,15 | 136,35 66,35 161,55 | 130,85

(ug EAG/mg d’extrait)

Inhibition du radical DPPH :
Les standards :
Tableau N°5 : Inhibition du radical DPPH par 1’acide gallique.

Acide gallique
Concentration mg/1 | 0,2 0,4 0,6 0,8 1,2
Inhibition % 39,69 50,33 56,92 59,45 73,9
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Tableau N°6 : Inhibition du radical DPPH par 1’acide ascorbique.

Acide ascorbique
Concentration mg/l | 0,5 1 2 3 4 5
Inhibition 20,19 26,6 46,79 64,03 85,22 94,82

Tableau N°7 : Inhibition du radical DPPH par la quercétine.

Quercétine
Concentration mg/l | 0,5 1 2 3 4 5
Inhibition % 20,19 26,6 46,79 64,03 85,22 94,82

Pouvoir réducteur :
Les standards :
Tableau N°8 : Pouvoir réducteur d’acide ascorbique.

Acide ascorbique

Concentration 40 30 20 10 5
(ng/ml)
Absorbance (nm) 0,995 0,764 0,497 0,248 0,136

Tableau N°9 : Pouvoir réducteur de I’acide gallique.

Acide gallique

Concentration (ug/ml) | 40 30 20 10 5
Absorbance (nm) 1,69 1,47 1,023 0,481 0,221
Les tests :

Tableau N°10 : Pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique.

Meéthanol
Concentration (ug/ml) | 1000 800 400 200 100 50
Absorbance (nm) 0,52 0,449 0,242 0,175 0,113 0,079

Tableau N°11 : Pouvoir réducteur de 1’extrait chloroformique.

Chloroforme
Concentration (ug/ml) | 1000 | 800 400 150 100
Absorbance (nm) 0,182 | 0,171 0,153 0,102 0,097
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Tableau N°12 : Pouvoir réducteur de 1’extrait aqueux.

Aqueux
Concentration (ug/ml) | 1000 800 400 200 150
Absorbance (nm) 0,323 0,311 0,186 0,127 0,108

Tableau N°13 : Pouvoir réducteur d’extrait hexanique.

Hexane
Concentration (pg/ml) | 1000 800 400 200 150
Absorbance (nm) 0,221 0,198 0,105 0,09 0,084

Tableau N°14 : Pouvoir réducteur de I’extrait d’acétate d’éthyle.

Acétate d'éthyle

Concentration (ug/ml) | 1000 800 600 400 200
Absorbance (nm) 0,372 0,35 0,318 0,265 0,182
Test ABTS :

Tableau N°15 : inhibition de radical cation ABTS.

Hexane
Concentration (ug/ml) | 1080 1200 1800 2400 4000
Inhibition 35,17 | 38,1 46,55 | 56,72 | 64,65

Tableau N°16 : inhibition de radical cation ABTS

Meéthanol
Concentration (ug/ml) | 100 500 800 1000 2000
Inhibition 19,65 41,03 | 56,8 59,48 | 88,44

Tableau N°17 : inhibition de radical cation ABTS

Chloroforme
Concentration (ug/ml) 1000 1500 2000 4000 6000
Inhibition 37,06 | 48,44 | 54,13 58,44 76,2

100
0,091

100
0,144
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Tableau N°18 : inhibition de radical cation ABTS

Aqueux
Concentration (pg/ml) 50 500 1000 1500 2000 4000
Inhibition 3,05 10,6 27,78 | 34,82 | 42,93 | 74,65

Tableau N°19: inhibition de radical cation ABTS .

Acétate d'éthyle
Concentration (pg/ml) 50 500 1000 1500 2000 4000
Inhibition 7,58 15,86 | 36,379 | 43,967 | 52,05 | 75,51

Chélation de fer :

Tableau N°20 : La capacité chélatrice de méthanol.

Meéthanol
Concentration (ug/ml) | 10 50 100 200 300 400
Inhibition 8,65 23,07 |32,69 | 57,69 | 673 82,69

Tableau N°21 : La capacité chélatrice.

Aqueux
Concentration (ug/ml) 50 100 200 300 400 500
Inhibition % 12,5 | 23,07 | 55,76 | 65,15 78,84 84,61

Tableau N°22 : La capacité chélatrice.

Chloroforme
Concentration (pg/ml) 10 20 30 40 50
Inhibition % 23,07 45,19 65,38 74,03 | 86,53

Tableau N°23 : La capacité chélatrice .

Hexane
Concentration (pg/ml) 1 5 10 15 20 25
Inhibition% 15,38 | 40,38 | 55,76 | 65,38 | 79,8 84,61

Tableau N°24 : La capacité chélatrice.

Acétate d'éthyle
Concentration (ug/ml) 10 50 100 200 300 400
Inhibition % 44,23 52,88 69,23 78,84 84,61 92,3
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Abstract

Marrubium vulgare L (White horehound), Lamiaceae family, is a perennial herb spontaneous, very responded in the
Mediterranean region. The present study is carried out by the evaluation of the different biological activities ; antioxidant, antibacterial and
antifungal activities of different extracts of this plant.

The antioxidant activity was determined using the test of DPPH, iron chelating activity, reducing power and radical cation-
reduction ABTS*. The determination of antioxidant activity showed that the extracts have a strong anti-radical activity against the radical
DPPH, an important the reducing power. And also a significant ABTS™ radical-cation scavenging effect.

The antimicrobial activity was determined by agar well diffusion method. The extracts were tested against six human pathogenic
bacterial strains, five phytopathogenic fungi and one yeast. It shows that the inhibition of the growth of microorganisms tested varies
depending on the microbial species, the concentration. The highest zone of inhibition recorded by the aqueous extract against Bacillus
cereus (22mm).

For the antifungal activity, all tested strains were resistant against all the extracts of this plant.

Keywords :

Marrubium vulgare, secondary metabolites, antimicrobial activity, antioxidant activity, iron chelating activity, determination of total

polyphenols and flavonoids.

Résumé
Marrubium vulgare L (Le marrube blanc), famille des Lamiacées, est une plante herbacée vivace, spontanée tres répondu dans

la région méditerranéenne. La présente étude a pour but d’évaluer les différentes activités biologiques, 1’activité antioxydante ainsi que
I’activité antibactérienne et antifongique des extraits de cette plante.

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant le test de DPPH, la chélation de Fer, le pouvoir réducteur et la réduction de
radical-cation ABTS*.

La détermination de I’activité antioxydante, a montré que tous les extraits ont une forte activité anti-radicalaire vis-a-vis du
radical DPPH, un pouvoir réducteur important et un effet piégeur significatif du radical-cation ABTS+.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été déterminée en utilisant la méthode de diffusion en puits. Les extraits ont été testés
sur six bactéries pathogénes pour I’étre humain, cinq champignons phytopathogénes et une levure.

11 en ressort que ’inhibition de la croissance varie en fonction de 1’espéce bactérienne, la concentration du produit testé. Le
résultat le plus intéressent est celui de 1’extrait aqueux contre la bactérie Bacillus cereus (22 mm).

Pour I’activité antifongique, toutes les souches testées ont été résistantes vis-a-vis tous les extraits de la plante.

Mots clés :
Marrubium vulgare L, métabolites secondaires, activité antioxydante, activité antimicrobienne, chélation de fer, dosage des polyphénols

totaux et de flavonoides.



