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Résume

Le Sahara algérien est connu pour sa richesse naturelle, c'est une source potentielle de
nouveaux médicaments d’origine végétale. Marrubiumvulgare L. ou marrube blanc est une
espece tres répandue dans la flore d’Algérie qui est utilisée largement grace a ses vertus
thérapeutiques. De ce fait, nous nous sommes intéressés dans ce travail a I’étude de 1’activité
antibactérienne et antioxydante de I’extrait aqueux du marrube blanc.L’extrait des feuilles
séchées du marrube blanc (Marrubiumvulgare L.) de la région de Tamanrasset a donné un
rendement acceptable et peut étre rentable a I’échelle industrielle. Il est de I’ordre de 23,18 +
0,10%. Le test phytochimique a montré que I’extrait aqueux est riche en flavonoides et
tannins L’activité antibactérienne a été étudiée vis-a-vis de quatre souches bactérriennes :
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilisqui se
sont toutes révélées sensibles a I’extrait aqueux étudié a I’exception de Pseudomonas
aeruginosa qui s’est montrée résistante. Les résultats de I’activité antioxydante mesurée en
utilisant le test de piégeage du radical diphénylpicrylhydrazyl (DPPH) montrent que I’extrait

aqueux testé a une forte activité antioxydante, comparée a I’antioxydant de référence Vit C.

Mots clés : Marrubiumvulgare L., extrait aqueux, activité antibactérienne, activité

antioxydante.



Abstract

The Algerian Sahara is known for its natural wealth, it is a potential source of new
herbal medicines. Marrubiumvulgare L. or white horehound is a species very widespread in
the flora of Algeria which is widely used for its therapeutic properties. Therefore, we were
interested in this work to study the antibacterial and antioxidant activities of the aqueous
extract of white horehound. The extract of the dried leaves of white horehound
(Marrubiumvulgare L.) from the Tamanrasset has an acceptable yield and can be profitable
on an industrial scale. It is of the order of 23.18 + 0.10%. The phytochemical test showed that
the aqueous extract is rich in flavonoids and tannins. The antibacterial activity was studied
against four bacterial strains: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus and Bacillus subtilis which were all found sensitive to the aqueous extract studied with
the exception of Pseudomonas aeruginosa which has been shown to be resistant. The results
of the antioxidant activity measured using the diphenylpicrylhydrazyl radical scavenging test
(DPPH) show that the aqueous extract tested has a strong antioxidant activity, compared to

the reference antioxidant Vit C.

Keywords :Marrubiumvulgare L., agueous extract, antibacterial activity, antioxidant activity.
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INTRODUCTION

Les relations entre les plantes et ’Homme existent depuis ’antiquité (DIN et al., 2011),
elles ont été utilisées pour soulager les douleurs, guérir les maux et panser les blessures
(BENKHNIGUE et al. , 2011).

En effet les grandes civilisations chinoise, égyptienne, babylonienne, grecque et
romaine ont eu recours aux plantes médicinales en raison de leurs propriétés thérapeutiques,
cosmétiques, chimiques, diététiques, pharmaceutiques, agro-alimentaires et industrielles
(LAHSISSENE et al., 2009). Malgré le progrés de la pharmacologie, I’usage thérapeutique
des plantes médicinales est trés présent dans certains pays du monde et surtout les pays en
voie de développement (TABUTI et al., 2003).

L’Algérie, avec ses milliers d’hectares de forét et de péaturage, regorge de plantes
condimentaires et médicinales qui sont encore méconnues et exploitées de facon artisanale
(ABDELGUERFI & RAMDANE, 2003). En effet, I'utilisation de ces plantes dans
I’industrie cosmétique et pharmaceutique, ainsi que pour la production alimentaire, reste une

perspective en Algérie (REGUIEG, 2011).

De plus, ces plantes constituent des ressources inépuisables de substances actives pour
I’industrie pharmaceutique (NGENE et al., 2015).1l existe environ 500.000 espéces de
plantes sur terre, dont 80.000 possédent des propriétes médicinales (BENKHNIGUE et al. ,
2011). Ces plantes ont été utilisées depuis I’ancien age pour traiter les diverses maladies

infectieuses méme avant de connaitre 1’origine microbienne de ces maladies (SIJELMASSI.,

2000).

La matiére végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples
mis a profit dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi
ces composes, on retrouve les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins,
les lignines, les terpénes et les flavonoides (BAHORUN, 1997).

Pour notre part, notre choix s’est porté sur le Marrube blanc (Marrubiumvulgare) qui est
une source tres riche en tanins et flavonoides que I’on rencontre dans les feuilles. Elle est
largement utilisée dans le bassin méditerranéen pour ses nombreuses vertus thérapeutiques
(SAHPAZ et al., 2002).



Pour ce faire, nous avons structuré notre travail en 3 chapitres :

Dans le premier chapitre, nous avons présenté, quelques généralités sur la plante
¢tudiée, les composés secondaires ainsi que les principales techniques d’extraction.

Quant au deuxiéme chapitre est expérimental, réservée a l'ensemble du matériel et
méthodes utilisés pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne et antixoydante des composés
secondaires de cette plante.

Enfin, dans le troisiéme chapitre, nous présentons les différents résultats obtenus et
discussions, et nous terminons par une conclusion générale qui résume I’ensemble de ces

résultats.



Chapitre |
Rappels Bibliographique

I.1. Généralités sur les plantes médicinales :

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée francaise comme une drogue
végétale au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses. Une « drogue végétale » est une plante ou une partie de plante,
utilisée, soit le plus souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais (SOFOWORA,
2010).Les plantes medicinales sont des drogues végétales a propriétés médicamenteuses
présentent au moins au niveau dans une partie de la plante (FARNSWORTH et al., 1986), et
ils sont moins toxiques et doux par rapport aux médicaments pharmaceutiques (DIDIER et
al., 2011). Elles sont donc utilisées comme remede pour traiter plusieurs affections et
maladies dans les différentes sociétés et cultures (EDDOUKS et al., 2007).

Les plantes medicinales ont fait I'objet de beaucoup d'études grace aux principes actifs
qui different d'une plante a une autre créant ainsi une biodiversité remarquable. Plus de cing
milles substances naturelles différentes ont eté identifiées (FAROMBI, 2003).

Selon ’OMS plus de 80% de la population mondiale s'est référée vers la pharmacopée
traditionnelle pour prévenir et traiter leurs divers problemes de santé et 25% des médicaments
prescrits provient des extraits de plantes ou des principes actifs préparés a partir des plantes et
plus de 119 substances chimiques distinctes, dérivées de 91 especes de plantes sont considérés
comme médicaments (FARNSWORTHet al., 1986). Actuellement, la médecine
traditionnelles, connait un regain d’intérét grace au développement humaine et aux études
scientifiques basées sur les méthodes analytiques et les nouvelles expérimentations, et que le
monde médical découvre de plus en plus, de nouvelles molécules nécessaire a la mise au point
de futurs médicaments (LAHSISSENE et al., 2009).

1.2. La famille des lamiacées :

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae) est une importante famille
de plantes dicotylédones, qui comprend environ 4000 espéces et pres de 210 genres
(SPICHIGER, 2004 ; NAGHIBI et al., 2005). Cette famille comporte de nombreuses
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plantes exploitées pour les essences ou cultivées pour 1’ornementation et la plupart de ces
especes sont aussi bien utilisées dans la médecine traditionnelle que dans la médecine
moderne (JUDD et al., 2002).

Un trés grand nombre de genres de la famille des Lamiaceae sont des sources riches en
terpénoides et flavonoides. Le genre Marrubium (Marrube) qui est I’objectif de notre
recherche comprend prés de 30 especes qui peuvent se trouver dans de nombreux pays du
globe (NAGHIBI et al. 2005).

1.3. Marrubiumvulgare L. :

1.3.1. Origine et étymologie :

Marrubuimvulgae L. est originaire de 1’ Afrique du Nord et presque dans toute I’Europe,

au centre et au Sud-ouest de 1’Asie et aux Canaries. Elle est naturalisée dans 1’ Amérique du

Nord et dans I’Amérique du Sud (BONNIER, 1909).

Le nom du genre marrubium vient de la ville italienne de Marsi, ou la plante était trés
abondante; d'autres auteurs pensent qu'il dérive de la mer hébraique, amére et volante, du jus;
amenant I'amertume de la plante (FONNEGRA, 2007).

1.3.2. Classification (QUEZEL & SANTA, 1963) :

Regne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes.
Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédone.

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiacées.

Genre :Marrubium.

Espéce : Vulgare.

Nom scientifique :Marrubiumvulgare L.

1.3.3. Nom vernaculaire (QUEZEL & SANTA, 1963) :

e Anglais : Harehound.
e Francais : Marrube blanc.

e Arabe : Marrioua.



1.3.4. Description botanique :

Le marrube est une plante méditerranéenne, au feuillage vert gris duveteux. vivace
herbacée de 30-60 cm de haut a tige carrée, laineuse dans la partie inférieure. Feuilles
opposees, ovales pouvant atteindre 4 cm de long et de large, gaufrées, a pétiole court, jeunes
feuilles laineuses. Fleurs blanches bilabiées, serrées les unes contre les autres a 1’aisselle des

feuilles supérieures corolle de 6 -7 mm de long (HENSEL, 2008).

Figure 1.1 : Marrubiumvulgare(JOHANNES, 2005).

1.3.5. Répartition géographique :

Le marrube est répandue sur tout le continent américain, 1’ Asie, I'Europe et I’ Afrique du
Nord (Dmitruk.Met al.,2014 ; Burcu.Bet al.,2014). 1l est particulierement abondant dans la
région méditerranéenne (ARMONDOet al.,2006). 1l pousse principalement sur les friches,
Bord des chemins, terrains vagues lisiére des bois, taillis (HENSEL,2008). C’est une belle

plante ornementale qui meérite de retrouver une place dans nos jardins (JOSY, 2012).

1.3.6. Propriétés et utilisations :

Le marrube blanc est tres utilisé en médecine traditionnelle comme expectorant,
antispasmodique, antidiabétique, diurétique et en cas d’infections respiratoires. Il est aussi
employé pour combattre la cellulite et 1’obésité. Plusieurs de ces utilisations traditionnelles
ont été confirmés par des essais scientifiques, le marrube blanc est considéré comme
antidiabétique selon les populations anciennes, il aurait une action hypoglycémiante
(ROMAN et al., 1992 ;NOVAES et al., 2001). Il est utilisé aussi pour le traitement de
dyspepsies et la perte d’appétit (DJAHRA et al., 2013).



I.4. Les composés secondaires :

Les végétaux produisent des substances chimiques de structures variées comme les
métabolites primaires et secondaires (EDEAS et al., 2007). Les métabolites secondaires sont
des molécules organiques complexes synthétisées et accumulées en petites quantités par les
plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en trois grandes familles: Les polyphénols,
les terpénes, les alcaloides (LUTGE et al., 2002 ; ABDERRAZAK & JOEL, 2007). lls
représentent une source importante de molécules utilisables par I’homme dans des domaines

aussi différents la pharmacologie ou I’agroalimentaires (MACHEIX et al., 2005).

1.5.Les polyphénols :

Les composés phénoliques, également dénommés polyphénols sont des molécules
spécifiques du régne vegétal. Ils forment une immense famille avec plus de 8000
composés(BAHORUN, 1997). L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la
présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones, auquel est directement lié¢ au moins
un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside
(LABAT, 2001 ; SAYADI, 2008).

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples
(acides phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymerisées (tanins
condenseés). lls sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous
les végétaux (MACHEIX et al., 2005).

I.5.1. Rdle dans la plante :

Les polyphénols jouent un rdle dans la protection contre les pathogénes et les herbivores

ainsi que la limitation des dommages dus aux radiations ultraviolettes (LUGASI et al., 2003).

1.5.2. Classification :

La classification de ces substances a été proposée par (HARBORNE, 1980). On peut
distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre
d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales classes
sont largement répandues (MACHEIX et al., 2006). Le tableau 1.1 présente les différentes

classes des composés phénoligues.



Tableau 1.1 :Classification des composés phénoliques (VERMERRIS & ICHOLSON,
2007).

Structure Classe
Ce Phénol simple
Ce-C1 Acide phénolique et composante liée
Ce-C2 Acetophenone et acide phenylacetique
Ce-Cs Acide cinnamique, aldéhyde cinnamyle et alcool cinnamyle
Ce-C2 Coumarine,isocoumarine et chromone
Cis Chlacones, aurones, dihydrochalcones
Cis flavanes
Cis Flavones
Cis Flavnones
Cis Flavnonoles
Cis Anthocyanidines
Cis Anthocyanines
Cso Biflavonyls
Ce-C1-Cs, Cs-C2-Cs Benzophenones, xanthones, stilbenes
Cis Quinones
Lignans, neolignants Betacyanines
Lignin Dimers ou oligomers
Tannis Oligomers ou polymers
Phlobaphenes Polymers




1.5.3. Biosynthese :

Les composés phénoliques résultent bio-génétiquement de deux voies synthétiques

principale, la voie de schikimate et acétate (LUGASI et al., 2003).

» Voie de schikimate : L’acide cinnamique se forme par I’intermédiaire de 1’acide
schikimique, autrement dit par la voie de schikimate cette voie aussi responsable de
la synthése des acides aminés, parmi ceux-ci, la phénylalanine qui sert directement

comme précurseur de ’acide cinnamique (RICHTER, 1993).

» Voie des acetates: C’est une voie secondaire qui conduit a I’élaboration des
composés mixtes, dont les représentants les plus importants sont les flavonoides et

les tanins, par condensation avec le schikimate(GUIGNARD, 2000).

1.6. Les flavonoides :

Les flavonoides (du latin, flavus : jaune) sont des substances généralement colorées trés
répondues chez les végétaux (GUIGNARD, 1996). Cependant, il compte aussi des composés
de couleurs variees ou méme incolores (RICHTER, 1993). IIs sont d’une classe de faible
poids moléculaire (LIN et al., 2002). Environ 4000 flavonoides ont éte identifies, ils peuvent
étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (BENNICK,
2002). Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes (GABOR et al., 1988).

Les flavonoides hétérosidiques sont hydrosolubles et solubles dans les alcools. Les
flavonoides lipophiliques des tissus superficiels des feuilles sont solubles dans les solvants

polaires et dans les solvants moyennement polaires (BRUNETON, 1999).

1.6.1. Classification :

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne (SKERGET et al., 2005). Leur
structure de base est celle d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6),
constitué de deux noyaux aromatiques qui designent les lettres A et B, reliés par un
hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C (Figure 1.2) (DACOSTA, 2003).



Figure 1.2 : Squelette de base des flavonoides (CROZIER, 2003).

Il existe plusieurs classes de flavonoides dont les principales sont les flavones,
flavanols, les flavane-3-ols et les anthocyanidines. La structure de base de ces différents
flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements hydroxyles étant
généralement en positions 4, 5 et 7. Ces substances existent sous forme de glycoside (CHIRA
et al., 2008).

» Flavones et Flavonols : Ces composés se différencient des flavones par la
présence d’un OH en C3 (HELLER et al., 1998). Leurs principaux présentant

sont la quercitine, kaempfinol et la rutine (Figure 1.3).

R1=H, R2 =0H . kaempierol
R1=0H, RZ = OH ' quercatine i 5
R1=0H, R2 = glucose-rhamnose | rutne ~ o

Figure 1.3 : Structure chimique des flavonols(CROSIER, 2003).

» FLAVANE-3-OLS: Les flavane-3-ols ou dérives de catéchine sont la
catégorie de flavonoides la plus complexe (ARTS et al., 2000) (Figure 1.4).



OH OH

0. % 0. 0.
2 |’\ VS o " I’\ Y R on
= R = n

on OH

R=0OH catéchine R = OH Eprgallocatéchine
R = O-galloyl catéchine gallate R = O-galloyl épigallocatéchine gal

Figure 1.4 : Structures chimiques de certains flavan-3-ols (CHIRA et al., 2008).

» ANTHOCYANIDINES : Ce sont des pigments principalement sous forme de
glycoside et hydrosoluble, rouge en milieu acide virant au bleu-violet en milieu
neutre ou faiblement alcalin (KOSIR et al., 2004), ils colorent généralement
les fleurs, les fruits et parfois les feuilles (PARIS & HURABIELLE, 1981).
(Figure 1.5).

1Ry H pelaryoncing
(M :; M _-’;rcng
2 Ry 7 OCHy mahvione

= x

Figure 1.5 : Structure chimique de quelques anthocyanidines courantes (HAN et al., 2007).

1.7.Les tanins :

Les tanins sont des composes phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (KAMRA et al., 2006). Ces composés
naturellement produits par les plantes et se caractérisent par leur facilité a se combiner aux
protéines (MAKKAR, 2003 ; MANGAN, 1988 ; MCSWEENEY et al., 2001).

Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente (SCALBERT, 1991). lls
peuvent exister dans divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les grains
(KHANBABAE & REE, 2001).
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1.7.1. Classification :

Du point de vue structural, les tanins constituent un groupe chimique hétérogene, avec
des structures moléculaires variées. En général, ils sont subdivisés en deux groupes distincts
en fonction du type de 1’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la
réactivité chimique de la molécule (KHABABAEE& REE, 2001).

» Tanins hydrolysables : Ce sont des hétéro polymeres possédant un noyau central
constitué d'un polyol, il s'agit souvent d'un D-glucose ; comme leur nom l'indique,
ces substances s'hydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou sous
I'action d'enzymes (telle que la tannase), pour donner des glucides et des acides
phénoliques (LEINMULLER et al., 1991). IIs sont facilement scindés par les
enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature de celui-ci on
distingue : les tanins galliques (Gallo tanins), ils donnent par I'hydrolyse des oses
et de I'acide gallique et les tanins ellagiques(Figure 1.6) (Ellagitanins), Ainsi sont

scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique(PARIS &HURABIELLE,

O OH

HO OH

OH
Acide gallique acide ellagique

1981).

Figurel.6 :Structure de ’acide gallique et ellagique(PACKER, 2001).

» Les tanins condensés ou proanthocyanidols : Ce sont des polymeéres constitués
d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4, C8 et C6
(BRUYNE et al, 1999 ; O’CONNELL & FOX, 2001). Ils déferent
fondamentalement des tannins galliques et ellagiques, ils ne posseédent pas de
sucre dans leurs molécules et sont non hydrolysable (PARIS &
HURABIELLEM, 1981). Il est admis aujourd’hui que ces tanins (Figurel.7)
sont constitués par le mélange de produits de polymérisation oxydative de
catéchines (flavan-3- ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4- dioles), on peut les

qualifier encore de tanins flavaniques(RICHTER, 1993).
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Figure 1.7 : Structure chimique des tanins condensés (BRUNETON, 2009).

1.8. Propriétés et utilisations des polyphénols :

Les recherches recentes sur les composes phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussees en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les
activités  antiallergique,  anti-artherogenique,  anti-inflammatoire,  hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire(MIDDLETON et al., 2000 ; KSOURI etal., 2007).

Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox
en jouant un role important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux

libres, piégeage de I’oxygene, ou décomposition des peroxydes (NIJVELDT et al., 2001).

D’apres les études multiples attestant de I’impact positif de la consommation de
polyphénols sur la santé et la prévention des maladies, les industriels commercialisent
maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou des suppléments alimentaires. De plus,
leur activité antioxydante assure une meilleure conservation des denrées alimentaires en
empéchant la peroxydation lipidique. Dans I’industrie cosmétique, les composés phénoliques
trouvent leur application pratique en luttant contre la production des radicaux libres néfastes
dans la santé et la beauté de la peau. En phytothérapie, méme si certaines indications sont
communes a plusieurs classes (les propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien
attribuées aux flavonoides qu’aux anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe

chimique semble étre utilisée pour des bénéfices spécifiques (HENNEBELLE et al., 2004).

12



En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empéchés les dommages
oxydatifs (HODEK et al., 2002). lls jouent un réle trés important dans le traitement du
diabéte, de la goutte, des inflammations, des hépatites, des tumeurs, de I’hypertension, des
thromboses, des allergies et des affections bactériennes et viraux (anti-HIV) (ANDERSON
et al., 1996 ; COWAN, 1999 ; YAO et al.,, 2004). Les flavonoides ont des propriétés
neurosédatives, antispasmodiques, diurétiques, anti-cestrogénes, contre la sénescence
cérébrale et ses conséquences telles I’altération de la mémoire et la confusion
(HENNEBELLE et al., 2004), antioxydantes, vasculoprotectrices, antihépatotoxiques,
antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses et méme antitumorales significatives
(GHEDIRA, 2005).

Les plantes riches en tanins sont utilisées dans les cas de rhume, de maux de gorge, les
problemes de sécrétions trop importantes, les infections internes ou externes, blessures,
coupures et bralures (BRUNETON, 1999).

En outre, les tanins ont un trés grand pouvoir antibactérien (KOLODZIEJ,1999),
antiviral (HONG et al., 2000) et antiinflammatoire ( MOTA et al., 1985).

Grace a leurs astringente les tanins sont utilisés comme antidiarrhéiques,
vasoconstricteurs et hémostatiques, mais surtout comme protecteurs veineux dans le
traitement des varices et hémorroides. lls sont largement employés dans I’industrie du cuir
surtout dans celle des vernis et peintures (PARIS& HURABIELLE, 1981).

1.9. Méthodes d’extraction des composés phénoliques :

Les techniques classiques pour I'extraction par solvants de molécules actives a partir des
matrices végétales sont basées sur le choix du solvant couplé a la température et/ou a
l'agitation. Les techniques classiques existantes permettant d‘extraire ces principes actifs
incluent : la macération et soxhletavec un mélange alcool-eau ou une graisse chaude
(LUQUE & GARCIA, 1998).

1.9.1. La macération :

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en
la mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a température

ambiante ou a température élevée pour une durée déterminée. Cette technique est basée sur la
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solubilité de composés bioactifs dans un solvant d’extraction et elle est influencée par une
série de facteurs incluant la nature du matériel végétal, la concentration en solutés de
I’échantillon, la nature du solvant, la durée d’extraction. La macération commence avec le
choix d’un solvant d’extraction adéquat. Aprés une étape de diffusion du solvant a I’intérieur
des cellules végétales le processus continue avec la solubilisation de composés bioactifs qui
vont migrer de la matrice végétale vers le solvant environnant jusqu’a ce que I’équilibre de

partage de concentration soit atteint (HANDA, 2008).

1.9.2. Le Soxhlet :

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet du soluté
dans la matiere premiére. Le Soxhlet est composé d'un corps en verre, dans lequel est placee
une cartouche en papier-filtre épais (une matiere pénetrable pour le solvant), d'un tube siphon
et d'un tube de distillation. Dans le montage, I’extracteur est placé sur un ballon contenant le
solvant d'extraction. Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La
cartouche contenant le solide a extraire est insérée dans l'extracteur, au-dessus duquel est
place un réfrigérant servant a liquéfier les vapeurs du solvant. Au fil des cycles, le solvant
s’enrichit en substances extraites jusqu’a €puisement de 1’échantillon en substances d’intérét

(GRIGONIS, 2005).

14



Chapitre |1

Matériel et méthodes

I1.1.Localisation géographique de la région :

Tamanrasset, une vaste terre aride, au milieu du Sahara algérien, elle est la capitale du
Hoggar, elle reste la destination préférée du tourisme européen et surtout allemand. Sa
superficie est de 619360 km?. La ville de Tamanrasset est un axe incontournable des nomades
et des touaregs qui arpentent les dunes, les regs du Sahara, du Mali au Niger passant par le
Tchad et la Libye (ANDI, 2013).

|
{
J

Gﬁarda'ia Ouargla

Adrar

Mali

Niger

Figure 2.1 : Localisation géographique de la zone d’étude wilaya de Tamanrasset.

(ANDI, 2013).
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11.2.Matériel utilisé :
11.2.1.Matériel biologique :

Notre étude a été réalisée sur la partie aérienne de MarrubiumvulgareL. (Figure 2.2).
La récolte s’est effectuée au mois de Mars 2020 dans la région de Tamanrasset.

L’échantillon a été séché dans un endroit sec, a température ambiante pendant une
semaine pour éviter le développement des micro-organismes et a 1’abri de la lumiére afin de

garder I’aspect biochimique des molécules.

Apreés la détermination du taux d’humidité, les feuilles ont été broyées, a I’aide d’un broyeur
de type Medicalex. Une poudre fine est obtenue et conservée soigneusement dans des bocaux

bruns et hermétiquement fermés. L’échantillon est placé dans un endroit sec jusqu’a analyses.

En se référant a QUEZEL & SANTA, I’identification botanique de la plante a été faite
par les botanistes de I’Institut National de Recherche Forestiére - INRF- Station de recherche

pour la protection des zones arides, Tamanrasset (Algerie).

Figure 2.2 :Marrubiumvulgare L.

s Micro- organismes :
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L’activité antibactérienne a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie, sur quatre

micro-organismes référenciés par la norme internationale pharmacopée européenne.

Tableau 2.1 : Souches bactériennes testées.

Souches bactériennes

Bactéries Gram négatif

Escherichia coli ATCC 10536
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bactéries Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 6538P
Bacillus subtilis ATCC 66333

11.2.2. Matériel non biologique :

La verrerie, ’appareillage et les réactifs utilisés sont mentionnés dans I’ Appendice A.

11.3. Méthodes d’étude :
11.3.1. Taux d’humidité :

Le taux d’humidité consiste a une perte de poids par dessiccation(LAZOUNI et al.,
2007). 1l est déterminé selon la méthode de DJABALI & BARKAT (2012) :

Pour cela, 5 g de feuilles séchées des échantillons étudiés est pesée dans des capsules
puisplacée a I’étuve de type Binder a 105 + 5°C pendant 24 heures. A la sortie de 1’étuve, les
capsules sont refroidies dans un dessiccateur et pesées chaque 3 heures. L’opération est
répétée plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’un poids constant. La différence de poids observée

représente le taux d’humidité. Il est calculé par la formule suivante :

(P —P)

H
P;

x 100

H : Taux d’humidité en %.
Pi : Masse de I’échantillon avant séchage en étuve (g).

P : Masse de I’échantillon apres séchage en étuve (g).
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11.3.2. Préparation de I’extrait aqueux :

L’extrait aqueux (EAq) est préparé en suivant la méthode décrite par MBIANTCHA et
ses collaborateurs (2011),avec quelques modifications. La macération est faite avec 100g de
la poudre des feuilles dans 1L de I’eau distillée tiede pendant 3jours. Une filtration sur coton
hydrophile, puis sur papier Wattman N°3 a été effectuée. Pour 1’évaporation de ’eau distillée,
le filtrat est placé dans I’étuve a 45°C jusqu’a I’obtention d’un extrait, conservé par la suite a -

4°C jusqu’a son utilisation.
11.3.3. Rendement :

Le rendement d’extraction (%) est calculé selon HARBORNE (1998), par la formule

suivante :

mes

Rdt(%) = x 100

v

R (%)= Rendement d’extraction.
m, : Masse de I’extrait sec (g).

m, : Masse du matériel végetal utilisé (g).
11.3.4. Tests phytochimiques :

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de métabolites
secondaires des plantes par des réactions qualitatives de caractérisation
(BENTABET&BOUCHERIT,2014).Ces reactionssont basées sur des phénomeénes de
précipitation oude coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composes
(BOUTERAFASet al., 2014).

» Test des flavonoides :

Quelques gouttes d’acide chlorhydrique concentré et quelques milligrammes de
tournures de magnésium sont ajoutés a 0,5 ml de I’extrait.La coloration rose-rouge ou jaune
indique la présence des flavonoides (HADOUCH et al., 2016).

» Test des tanins :
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Quelques gouttes de FeCL3 (1%) sont ajoutées a 1’extrait.L’apparition de la coloration
verdatre indique la présence des tanins cathéchiques ou bleu noiratre qui révele 1’existence

des tanins galliqgues (HADOUCHet al., 2016).

11.3.5. Activité antibactérienne :
Les tests de sensibilité et résistance antibactérienne ont été effectués selon la méthode
de diffusion a partir des disques.

R

% Principe :

Le principe de l'activité antibactérienne de I’extrait de plante consiste a réaliser une
culture microbienne sur milieu gélose nutritive, en présence de disques imbibés d’extrait de
plante. Si ces derniers ont une activité antimicrobienne, on observera une zone d'inhibition
autour du disque due a la diffusion des échantillons dans le milieu (PAREKHet al., 2007;
DULGER et al., 2004; ROTAet al., 2008).

% Mode opeératoire :

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux deMarrubiumvulgareest évaluée par la
technique de diffusion sur I’agar (méthode des disques) selon la méthode décrite
par(FALLEHet al., 2008) vis-a-vis de quatre souches bactériennes (& Gram- : Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosaet a Gram+ : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus).

Les différentes especes bactériennes sont d’abord repiquées par la méthode des stries dans des
boites de Pétri contenant le milieu de gélose nutritive, puis incubées a 37 °C pendant 24 h.
Une ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont prélevées et transférées dans I’eau
physiologique a une turbidité équivalente a 0,5 McFarland ou a une DO de 0.08 a 0.10 a 625
nm. Un prélevement a partir de cet inoculum sert a ensemencer de nouvelles boites de Pétri
contenant le milieu de gélose nutritive par technique d’écouvillonnage. Des disques de papier
filtre de 6 mm de diametre, stériles, sont chargés de 10 ul de I’extrait aqueux et placés a la
surface de ces boites.

Les disques des contrdles négatifs sont imprégnés avec 1’eau distillée. Les boites de Pétri sont
incubées a 37°C pendant 24h. Les résultats sont exprimés en diamétres des zones d’inhibition

produites autour des disques.
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11.3.6. Activitéantioxydante :

La méthode de piégeage du radical DPPH a été utilisée afin d’évaluer
I’activitéantioxydante.

% Principe :

Le DPPH est un radical libre stable de couleur violette, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur
disparaitrapidement lorsque le DPPHeest réduit en diphényle picrylhydrazine par un composé
a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration.L’intensité de la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(FADIL et al., 2017).

G L 4,0

04N NO,
NO,
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 1,1-diphenyl-2-picrilhydrazine
(violet) (Jaune)

Figure 2.3: Réaction de réduction du DPPHe (MOLYNEUX, 2004).

Le radical DPPH- est I’'un des substrats les plus utilisés généralement pour 1’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la

simplicité de ’analyse.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence comme I’acide

ascorbique (Vitamine C).

La méthode utilisée pour I’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait aqueux de
Marrubiumvulgare est celle proposée par SHARMA et al. (2013) avec quelques

modifications.

20



% Mode opératoire :

La solution de DPPH est obtenue en dissolvant 4 mg de la poudre dans 100 ml de
I’éthanol absolu (EtOH). L’échantillon testé a été préparé par dissolution dans 1’éthanol
(EtOH) avec des concentrations allant de 0,015 a 0,5 mg/ml. Le test s’effectue en mélangeant
1 ml de la solution précédente de DPPH (0,04%) avec 1 ml de I’extrait a tester a différentes

concentrations.

L’antioxydant de référence ou le contrdle positif (Vit C) a été aussi préparé selon la
méme méthode a raison de 0,2 mg/ml. Le contrdle négatif est constitué de 1 ml de la solution
DPPH et 1 ml de I’éthanol absolu (EtOH). Apres une période d’incubation de 30 minutes, a
une température du laboratoire (22 + 2°C) et a I’abri de la lumiére et de I’O2 atmosphérique,
la mesure de ’absorbance a été effectuée a 517 nm (SHARMA& BHAT, 2009).

Les valeurs obtenues sont transformées ensuite en pourcentages d’inhibition en utilisant
la formule proposée par MARINOVA & BATCHVAROV (2011):

1% = 100 x 4 blanc — A échantillon/A bl
anc

1% : Activité antioxydante.
Ablanc : Absorbance du contréle négatif.

Aéchantillon : Absorbance du composé a tester.

Le graphique de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration
de D'extrait permet de déterminer ’ECso exprimée en mg de substrat/ml de DPPH. C’est la
concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH?e initial de 50%
(POPOVICI et al., 2009 ; BARKAT & LAIB, 2012).11 peut étre défini aussi comme étant la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité de DPPH (ASGHAR&
MASOOD, 2008 ; AMIT etal., 2010).

L’activité antioxydante est déduite graphiquement par la régression linéaire
(SHARIFIFAR et al., 2007 ; BOUGANDOURA & BENDIMERAD, 2013). Cette valeur

est comparée a celle trouvée par I’antioxydant standard (Vit C).
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I1.4. Analyses statistiques :

Pour chaque test effectué, trois répétitions ont été faites. Les résultats des tests sont
exprimés en moyenne + SD (I’écart type) en utilisant le logiciel Excel 2013. La détermination

de I’ECsp de I’activité antioxydante a été effectuée par le logiciel (Origin 8) (Appendice B).
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Chapitre 111

Résultats et discussion.

111.1. Taux d’humidité :

La détermination du taux d’humidit¢é des feuilles séchées de I’espece
Marrubiumvulgarea révélé un taux égal a8,18 + 0,10% (Figure 3.1.).

8.18%

91,82% Matiere seche

Eau

Figure 3.1 : Taux d’humidité des feuilles séchées du Marrubiumvulgare.

Selon la norme ISO, les résultats obtenus des échantillons séchés sont nettement
inférieurs a 12%, cela montre que notre matiére végétale a été séchée et conservee dans de
bonnes conditions, ce qui rend, par conséquent, les résultats de nos analyses phytochimiques

fiables.

A titre de comparaison, nos résultats présentent un taux d’humidité nettement inférieur a
celui trouvé par BOUTERFAS et al., (2013)qui est de 40,32%.
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111.2. Rendement :
Le rendement moyenen extrait aqueux est représenté par la figure 3.2.

EAQ

25

23,18%

20

15

Rendement %

10

Figure 3.2 : Le rendement moyenen extrait aqueux du Marrubiumvulgare.

Les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante a une autre de la méme
famille, mais également en fonction des parameétres de 1’extraction solide —liquide "le solvant
d’extraction, la taille des particules , la température, pH et le coefficient de diffusion de
solvant” (DJAHRA et al., 2013) la variation de ces facteurs donne la naissance a une
altération différentielle de la distribution des composeés entre les deux phases solide-liquide
(ANDRENSEKZet al., 2004 ;HAYOUNI et al., 2007).

111.3. Tests phytochimiques :

Le test phytochimique réalisé sur les feuilles sechées du Marrubiumvulgarea permis

d’avoir les résultats présentés dans le tableau 3.1.

Tableau 3.1 : Le test phytochimique du Marrubiumvulgare.

Les composées Les réactifs Marrubiumvulgare
Les flavonoides H2S04 Positif
Les tanins FeCls Tres positif
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D’aprés le tableau3.1, nous avons noté que l'extrait aqueux de Marrubiumvulgar eest
riche en flavonoides et les tanins.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par AZZI et al. (2014), qui révélent la
présence des flavonoides et des tanins dans les feuilles du Marrubiumvulgare.

Une autre étude phytochimique réalisée par DJAHRA (2014), montre que les feuilles
de cette espéce renferment des flavonoides et des tanins catéchiques.

111.4. Activité antibactérienne :

Les résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait testé sont regroupés dans le tableau
3.2.

Tableau 3.2 :Inhibition du développement des souches bactériennes testees.

Concentration Gram* Gram-
% Staphylococcus Bacillus Escherichia Pseudomonas
aureus subtilus coli, aeruginosa
100 32 22 19 -
90 30 19 19 -
80 26 12 15 -
70 26 10 11 -
60 21 - - -
50 15 - - -
40 13 - - -
30 10 - - -
20 - - - -
10 - - - -

L’examen des résultats révele que [I’échantillon étudié a montré une activité
antibactérienne contre la plupart des bactéries testées a 1’exception de Pseudomonas

aeroginosaqui s’est montrée résistante.

Selon certains auteurs LAID (2008) et SCHLEMPER (1996) ont montré que le

marrube a un effet antibactérien ce qui confirme les résultats obtenus.
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I11.5. Activité antioxydante :

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Le DPPH
présente une coloration violette sombre mais lorsqu'il est piégé par des substances
antioxydantes sa couleur vire vers le jaune pale, le virage vers cette coloration et I’intensité de
la coloration de la couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la concentration
et la puissance de la substance antiradicalaire (ROLLAND, 2004).

L’activité antioxydante de I’extrait est exprimée en ECsp, il définit la concentration
efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du radical DPPH. Dans ce test nous
avons utilisé I’acide ascorbique comme standard, les résultats obtenus (pourcentage
d’inhibions 1%) sont représentés dans les figures 3.3 et 3.4.

70
60

50

40

1%

30 —e—\/it C

20

10

0 0.015 0.0217 0.0312 0.0625 0.125 0.25 0.5
Concentration mg/ml

Figure 3.3: Pourcentage d’inhibition de DPPH par la Vit C.
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Figure 3.4 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux du MarrubiumVulgare.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle
avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH- en
sa forme non radicalaire.

La détermination des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations utilisees

(Figures 3.4 et 3.5) ainsi les valeurs d’ECso sont obtenues a partir de ces courbes.

Le pourcentage d’inhibition augmente progressivement avec la concentration jusqu'a
arriver a un plateau qui correspond a I’épuisement presque total du DPPHe présent dans le

milieu.

L’ECsp est inversement lié & la capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la

quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%.

Les valeurs des ECsptrouvées pour 1’échantillon testé et la Vit ¢ sont représentées dans

les figures 3.5.
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Figure 3.5 : ECso de ’extrait aqueux du Marrubiumvulgare et la Vit C.

D’aprés les résultats obtenus ’extrait de Marrubiumvulgarea représenté une valeur
d’ECso= 0,0238mg/ml, ce qui signifie que I’extrait a un fort pouvoir antiradicalaire. Cette

valeur est plus importante en comparaison avec celle de la Vit C (0,136 mg/ml).

D’aprées MOLYNEUX (2004), BOUZID et al.(2011)plusieurs facteurs influencent le
potentiel antioxydant et la cinétique de réduction, notamment les conditions de la réaction
(temps, rapport antioxydant/DPPH*, type de solvant et le pH) et le profil phénolique en
particulier.

Ces facteurs rendent la comparaison directe des valeurs d’ECso rapportés dans divers
travaux n’est pas fiable. En effet, méme pour les antioxydants de synthése utilisés, telle que la
Vit C, les valeurs de I’ECso rapportées sont différents selon le protocole expérimental utilisé
(SHARIFIFAR et al., 2007).
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CONCLUSION

La flore Algérienne est 1'une des plus riches au monde et posséde de nombreuses
plantes utilisées en médecine traditionnelle. Parmi elles, le marrube blanc fait ’objet de notre
étude phytochimique et des activités biologiques.

Au terme de ce travail, Dextrait des feuilles séchées du marrube blanc
(MarrubiumvulgareL.) de la région de Tamanrasset a un rendement acceptable et peut étre
rentable a I’échelle industrielle. Il est de ’ordre de 23,18 + 0,10%.

Le test phytochimique montre que I’extrait est riche en flavonoides et les tannins.

L’activit¢é  antibactérienne a été étudiée vis-a-vis de quatre  souches
bactériennes:Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis etStaphylococcus
aureusqui se sont révélées sensibles a ’extrait a I’exception de Pseudomonas aeruginosaqui

s’est montrée plus résistante.

L’activit¢ antioxydante a ¢&té évaluée par le test de piegeage du radical
diphénylpicrylhydrazyl (DPPH). Les résultats montrent que I’extrait testé a une forte activité

antioxydante comparée al’antioxydant standard : vitamine C.

Ce travail mérite d’étre approfondi afin de révéler d’éventuelles propriétés

thérapeutiques de I’extrait aqueux du Marrubiumvulgare.

Il ressort du present travail que le MarrubiumvulgareL.est une plante tres intéressante et

richeen composés secondaires.

eLes résultats obtenus ouvrent des perspectives d’horizon qui nous permettrons
d’identifier séparément les molécules impliquées dans l'effet antibactérien et antioxydant.
e Etudier les mécanismes moléculaires intervenant dans les effets pharmacologiques

observés.
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APPENDICE A
MATERIEL NON BIOLOGIQUE

VERRERIES APPAREILS REACTIFS
Broyeur. Acide chlorhydrique
Bocaux.
Balance analytique. Tournures de
Capsules.
Etuve. magnésium
Flacons. _
Dessiccateur. FeCL3
Entonnoir. .
Spectrophotometre
Flacons teintés. (UV-visible). DMSO.
Béchers. Ethanol.
Burette. DPPH.
Tubes a essai. Vitamine C.

Boites de pétri.

Seringue.




APPENDICE B
ETUDES STATISTIQUES

Calcul de la moyenne :

X = 1/nz xi

1
n : Nombre de répitions.
Xi : Valeurs observées.

Calcul de I’écart type : S = \/% — 1Y (xi — X)



APPENDICE C
LISTE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS

ATCC : Américan Type Culture Collection.

CFU : Unité Formant des Colonies.

DMSO : Diméthylsulfoxide.

EAQ : Extrait aqueux.

DPPH : 2,2-diphényle-1picrylhydrazyle.

196 : Pourcentage d’hinibition.

ECso: Concentration requise pour diminuer la concentration du DPPH de 50%.
ISO : Organisation Internationale de Normalisation.
DO : Densité optique.

g : gramme.

nm : Nanometre.

Oz : Oxygeéne.

% : pourcentage.

+ : Plus au moins.

- - Négatif.

+ : Positif.

°C : degré Celsius.
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