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RESUME

Les plantes médicinales sont une partie importante de notre richesse naturelle, elles servent
d'agents thérapeutiques importants ainsi que des matieres premieres précieuses pour la

médecine traditionnelle et moderne.

Marrubium vulgare est une plante meédicinale recensée dans des populations véegétales,
reconnu par son intérét thérapeutique, I'une des plus riche plante aux composants précieux des
traitements a base de plantes pour une variété de maladies. Elle est largement diffusée dans
I’ Algérie. Une deuxiéme étude a été réalisée sur les huiles essentielles de la plante médicinale
la citronnelle (Cymbopogon citratus) qui est trés connue depuis 1’antiquité. C’est une plante a
rhizomes appartenant a la famille des Poacées.

Cette étude a été réalisée afin de démontrer le pouvoir antibactérien de Marrube blanc. La
plante a été récoltée de la région d’Ain defla Algérie. L’extraction est réalisée avec 1’éthanol
par la méthode de macération sous agitation pendant 72 h. L’analyse a révélé la présence des
flavonoides 0,0649 mg EQ/ml d’extrait sec, et des polyphénols avec teneur de 0,013 mg
EAG/mI d’extrait sec. L'activité antibactérienne a été déterminée a partir de méthode diffusion
sur des disques contre les souches bactérienne avec des zones importantes : Bacillus substilus
(11mm), Staphylococcus aureus (15mm), Escherichia coli (15mm) et Pseudomonas
aureginosa (25mm). L’objectif assigné a notre deuxiéme travail consiste a évaluer in vitro, le
pouvoir antibactérien de I’huile essentielle (HE) de la citronnelle (Cymbopogon citratus) vis-
a-vis de plusieurs souches de référence par méthode de diffusion sur disque. Toutes les
souches a révélé sensibles a I’action inhibitrice de ’'HE. C’est principalement les Gram+ qui
étaient les plus sensibles avec une zone d’inhibition de 65mm pour Bacillus subtilis, suivi par
Staphylococcus aureus 53.5 mm.

Les tests de I’activité antibactérienne sur les deux plantes ont montré la puissance
antibactérienne de D’extrait hydro-éthanolique et des huiles essentielles testées, 1’effet

bactéricide varie selon la nature de la souche et la concentration utilisée.

Mot clés : Marrubium vulgare, polyphénols, flavonoides, Cymbopogon citratus,
Antibactérienne.



Abstract

Medicinal plants are an important part of our natural wealth, they serve as important
therapeutic agents as well as valuable raw materials for the manufacture of many traditional
and modern medicines.

Marrubium vulgare is a medicinal plant identified with plant populations, recognized for its
therapeutic interest, one of the most valuable components of herbal treatments for a variety of
diseases. It is widely distributed in Algeria. A second study was carried out on the essential oil
(EO) of the medicinal plant lemongrass (Cymbopogon citratus) which has been a well-known
since ancient times. It is a rhizomatous plant belonging to the Poaceae family.

These studies were carried out in order to provide evidence of its antibacterial power and to
expand its use in biological fields. The plant was harvested from the Ain region of Algeria.
The extraction is carried out with ethanol by the maceration method with stirring for 72 h.
The analysis revealed the presence of flavonoids 0.013 mg EQ/ml of extract, and
polyphenols with a content of 0.0649 mg EAG/mI| extract in the extract isolated from the
leaves. The antibacterial activity was determined using the diffusion method on disks against
the bacterial strains with prominent areas : Bacillus substilis (11mm), Staphylococcus aureus
(15mm), Escherichia coli (15mm) and Pseudomonas aeruginosa (25mm). The objective
assigned to our second work consists in evaluating, in vitro, the antimicrobial power of the
essential oil (EO) of citronella (Cymbopogon citratus) against several reference strains, by
method of diffusion on disc. All the strains are sensitive to the inhibitory action of EO, it is
mainly the Gram + which were the most sensitive with an inhibition zone of (65 mm) for

Bacillus subtilis, followed by Staphylococcus aureus (53.5mm).

Antibacterial activity tests on both plants showed the antibacterial power of hydroethanolic
extract and The EO tested, the bactericidal effect varies depending on the nature of the strain

and the concentration used.

Keywords: Marrubium vulgare, polyphenols, flavonoids, Cymbopogon citratus, Antibacterial.
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Glossaire

a-pinéne, a-PN : est un mon terpéne bicyclique. Il a pour isomére le B-pinéne. Il est connu
pour ses propriétés antiseptiques. Il peut aussi étre prescrit en cas d’hypersécrétion
bronchique.

Alcaloides : Composé organique azoté et basique tiré d’un végétal (La morphine, la quinine,

la strychnine sont des alcaloides).

Acide ursolique : est un composé organique de formule brute CsoH4sOs. C’est un tri terpéne
penta cyclique que 1’on trouve largement dans la pelure de certains fruits, ainsi que dans les

herbes et épices comme le romarin et le thym.

Apigénine : est un composé chimique de la famille des flavones, une sous-classe des
flavonoides, qui a des propriétés anti-inflammatoires. Elle est présente dans le persil, le
plantain, I’achillée millefeuille, le romarin, le cannabis, la passiflore et aussi la camomille.

Aromathérapie: Theérapeutique par ingestion, massage du corps ou inhalation d’huiles
essentielles vegétales ou d’essences aromatiques.(L’aromathérapie est une branche de la
phytothérapie, traitement des maladies par des produits dérives des plantes).

Camphéne : Hydrocarbure terpenique C10H16, existant dans de nombreuses huiles

essentielles (bergamote, camphre, citronnelle, térébenthine).
Cosmopolite: Se dit d’une espece quand elle est présente dans toutes les parties du monde.

Décoctions : Opération qui consiste a extraire les principes actifs d’une substance par action

D’un liquide porté a ébullition.

Diterpenes : Nom genérique des hydrocarbures C20H32 dérivant de I’isopréne, et des
composés deérivant de ces hydrocarbures. (Les diterpénes se rencontrent dans les regnes
végétal et animal. Certains d’entre eux ont un important réle industriel [acide abiétique] ou
biologique (vitamine A).

Huile essentiel : Substance grasse, liquide a la température ordinaire et insoluble dans I’eau,

D’origine végétale, animale ou minérale, employée & de nombreux usages.



Limonéne: Hydrocarbure terpénique C10H16, employé comme solvant, trés répandu dans le
regne végétal (citron, bergamote, pin) lurtéoline ou lutéolol : est un composé chimique de la
famille des flavonoides, et plus spécifiquement 1'une des flavones les plus communes. Elle fut
isolée pour la premiére fois par le chimiste francais Michel-Eugene Chevreul a partir de la
gaude.

Monotérpinique : une adjectif Qui se rapporte aux monoterpenes qui est Nom générique des
hydrocarbures cycliques C10H16, dérivés du diméthyle 2,6 octane. (lls jouent un rdle
important dans les industries de la parfumerie et des ardbmes alimentaires.)

Phénylpropanoides : sont une classe de composés organiques, dérivés de plantes, bio-
synthétisés a partir d’un acide aminé, la phénylalanine. Ils ont une grande variété de fonctions,
comme la défense contre les herbivores, les attaques microbiennes et les autres agresseurs
potentiels

Stéroides: Hormone stéroide ou stéroide, nom genérique des hormones dérivées des stérols,
sécretees par les glandes endocrines (corticosurrénales, glandes genitales [testicules et
ovaires], placenta).
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Introduction

Apres de nombreuses tentatives pour trouver une alternative aux antibiotiques, en raison
de la capacité des bactéries pathogenes qui sont devenus résistantes a ces derniers. De
nombreux scientifiques se sont intéressés aux composés végétales pour les utiliser en
phytothérapie.

Ces dernieres années, un grand nombre d'études ont montré que les composés
phytochimiques exercent leur activité antibactérienne par différents mécanismes d'action,
tels que les dommages et l'inhibition de la membrane bactérienne, facteurs de virulence, y
compris l'inhibition de l'activité des enzymes et des toxines, ainsi que la formation des
biofilm bactériens (Barbieri et al., 2017). Les propriétés antimicrobiennes de plusieurs
familles des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis 1’antiquité (Yano et al.,
2006).

L'Algérie est un pays connu pour ces ressources naturelles, dispose d'une flore singuliere
riche et variee. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémiques et
appartienne a plusieurs familles botaniques (Gaussen, 1982). Les lamiacees qui sont 1’'une
des familles connues depuis longtemps pour leurs propriétés medicinales, aromatique ou
culinaire est tres populaire on Algérie. Elle renferme différentes plantes telles que : le
marrube blanc (Marrubium vulgare) (Ali, 2006). Et aussi la famille de Poacées qui est
connue depuis 1’antiquité pour ces différents bienfaits.

Le but de ce travail est basé sur la caractérisation et 1’étude de I’activité antibactérienne

de D’extrait hydro-alcooligue du Marrubium vulgare d’une part et de tester I’activité
antibactérienne d’Huile essentielle de Cymbopogon citratus d’autre part.
Notre travail a été divisé en trois parties, la premiére concernant I’étude bibliographique,
comprend un chapitre sur I’étude botanique de la famille lamiaceae et ’espece Marrubium
vulgare et la citronnelle. Une deuxiéme partie portera sur les matériels et les Méthodes
utilisées pour évaluer ce travail.

La troisieme partie, est consacrée aux résultats des différents tests faits sur I’extrait
hydro-alcoolique de Marrubium vulgare et d’Huile essentielle de Cymbopogon citratus.
Enfin, on termine par une conclusion générale dans laquelle sont récapitulés les principaux

résultats obtenus.
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1 Revues bibliographiques
1.1 Les plantes medicinales

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une ou plusieurs substances
qui peuvent étre utilisées a des fins médicinales ou comme précurseurs dans la synthése de

medicaments utiles (Sofowora, 2010).

Les plantes médicinales constituent une partie importante de notre mode naturel. Elles
servent d'agent thérapeutique important ainsi que de matiére premiére pour de nombreux

medicaments traditionnel et moderne (Abdul motaleb, 2011).
1.1.1 Laphytothérapie

La phytothérapie (En grec, Phytos : végétal et Therapein : soigner) est I’art de soigner par
les plantes (Morel ,2008).Notre médecine traditionnelle malgré le développement important
de l'industrie pharmaceutique , a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de
cas souvent mortels. Environ 80% de la population mondiale a bénéficié des apports de la
phytothérapie traditionnelle, reconnaissant ainsi le savoir experientiel de nos ancétres (El-
Rhaffari et Zaid, 2004).

Selon I'OMS, les herbes sont considerées comme un médicament et sont encore largement
utilisées dans certains pays, y compris les pays en développement. Il s'agit le plus souvent
d'un médicament unique en raison du manque d'‘¢tudes cliniques (Clément, 2005). En
phytothérapie traditionnelle, les plantes peuvent étre utilisées fraiches ou séchées, puis mises
dans diverses préparations pour preserver leurs principes actifs. On les administre sous forme

de macérats, tisanes, compresses, baumes, etc.. (Morel, 2008).

1.1.2 La famille des lamiacées

La famille Lamiaceae ou Labiatae contient de nombreuses plantes médicinales précieuses.
La famille comprend 236 genres et entre 6900 et 7200 especes. Les plantes de la famille des
Lamiacées riches en huiles essentielles ont une grande valeur en médecine naturelle,

pharmacologie, cosmétologie et aromathérapie (Ac¢imovi¢ et al., 2020).

Les membres les plus connus de cette famille sont une variété d'épices aromatiques comme
le thym, la menthe, l'origan, le marrube, le basilic, la sauge, la sarriette, le romarin, I'hysope,

la mélisse et quelques autres a usage plus limité (A¢imovic et al., 2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A%26%23x00107%3Bimovi%26%23x00107%3B%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32599693
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A%26%23x00107%3Bimovi%26%23x00107%3B%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32599693
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La répartition géographique des Lamiacees est cosmopolite (figure 1). Les lamiacées se
trouvent sous tous les climats et a toutes les altitudes. De 200 genres dans la famille sont
presque cosmopolites, les autres genres sont plus retenus (Judd et al., 2002). Les Lamiacées se
retrouvent rarement dans le milieu forestier tropical, mais elles se concentrent dans la région

mediterranéenne (Bruneton, 2001).

Bl present
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Figure 1: Répartition géographique de la famille des Lamiacées dans le monde entier
(Tabti, 2017).

1.1.3 Legenre Marrubium

Le genre Marrubium comprend environ 75 espéces répandues dans une grande partie du
globe et notamment en Europe et en Asie. On compte 50 especes sur le pourtour

méditerranéen (Greuter, 2010).

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

alyssoi de Pomel et Marrubium deserti de Noé (Quezel et Santa, 1963).

v Description, classification botanique et propriétés de Marrubium vulgare
Marrubium vulgare est régulierement utilisé en médecine traditionnelle pour soigner une

diversité des maladies (A¢imovic et al., 2020).

Le Marrube est une Arbuste, d’aspect blanchatre trés rameux, a poils laineux appliqués, a
petites feuilles en coin a la base et portant quelques dents au sommet, fleurs en petites
glomérules a Iaisselle des paires de feuilles (Ozenda, 2004). Elle est velue et grisatre.
Dressées, portant souvent de nombreuses pousses courtes et stériles, de 40 a 60 cm de long
(Bellakhdar, 1997). Les fleurs sont blanches et en verticilles axillaires serrés. Le calice est
tubulaire et divisé en 10 segments étroits a la marge, qui sont crochus a I'extrémité (Lodhi et
al.,2017) (figure2).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A%26%23x00107%3Bimovi%26%23x00107%3B%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32599693
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Le fruit est un tétra-akéne. Toute la plante dégage une odeur forte, sa saveur est acre (qui

irrite les organes du gout et de ’odorat) et amere (Aouadhi, 2010).
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Figure 2 : I’espéce Marrubium vulgare L (www.inpn.mnhn.fr , 2021).

v Classification botanique
Selon Judd et al, (2002) et Gilly et al., (2005), la position systématique de I’espéce

Marrubium vulgare L est représentée dans le tableau 1.

Tableau I : Classification botanique de Marrubium vulgare.

Regne Plantae

Sous Regne Tracheobionta

Embranchement | Mangliophyta

Classe Mangliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae / Labiatae
Genre Marrubium

Espéce Marrubium vulgare

o)
jEn
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v Appellation internationale
Le Marrube est composé de deux mots hebreux : Mar, rob, suc amer (Bonnier, 1986).

Marrubium vulgare est connue avec plusieurs noms régionaux dans différentes parties du
monde comme présente le tableau 11 :

Tableau I1: Différentes appellations de Marrubium vulgare en plusieurs langues.

Appellation

Marrube blanc

Auteur

(Badiviane ,1996)

v Habitat et culture

M .vulgare pousse dans toute 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 I’Amérique du Nord et
dans I’Amérique du Sud (Bonnier, 1909). C’est une plante rustique qui préfere étre en plein
de soleil et dans un sol bien drainé (Iserin, 2016).

En Algérie, I’espéce Marrubium vulgare.L est assez commune de 1’ensemble du territoire,

trés présente au nord et quasiment absente au sud (Bouterfas, 2016).
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v La composition biochimique de M. vulgare

Des études phytochimiques antérieures ont montré la présence des diterpenes amers de la
série des furanolabdanes, d'alcaloides, de lactones, d’hétérosides flavoniques, de stéroides, de

flavonoides, de tanins, et d'esters phénylpropanoides chez M. vulgare (Ahvazi, 2018).

On y trouve surtout des composeés de lactones : marrubiine principalement et son
précurseur pré uranique, la prémarrubiine, mais aussi du pérégrinol, du vulgarol, du
marrubénol et du marrubiol, de la lurtéoline ou de I’apigénine, et aussi des lactoylflavones, et

quelques dérivés de I’acide ursolique (Boutlis, 2014).

Elle contient plusieurs composants utiles biologiquement actifs. Son composant le plus

connu est la marrubine et son précurseur préfuranique la prémarrubiine (Ce chinel, 2018).

M. vulgare produit des traces d'huile essentielle, genéralement entre 0,03 % et 0,06 % avec
des monoterpénes tels que le camphéne, le p-cymol, le fenchene, le limonene, le -pinéne, le

sabinéne et a-terpinol (A¢imovié et al., 2020).
v Utilisation traditionnelle de M. vulgare

Le marrube blanc est trés connu depuis I’antiquité, IL est utilisé en médecine traditionnelle

pour différents types des maladies humaines (Ce chinel, 2018).

Les parties de la plante les plus utilisées sont les feuilles. Les modes d'utilisation les plus

fréquents sont I’infusion pour l'usage interne et la décoction pour l'usage externe (Boutabia et

al., 2020).

Dans I'Egypte de la haute Antiquité, le Marrube blanc était déja reconnu pour ses propriétés
apaisantes contre la toux. On s'en servait également comme insectifuge et comme antidote
contre plusieurs poisons (Boutlis, 2014), il était déja considéré comme un traitement
spécifique des affections de I’appareil respiratoire dans I’Egypte et la Gréce anciennes. Une
infusion de marrube blanc pulvérisée sur les arbres fruitiers qui aident a tuer les chancres. 1l
est considéré comme « ’'une des meilleures plantes d’Europe » (Lodhi, 2017 ; Schlempher,

1996).

Les Grecs de I'Antiquité l'utilisaient contre les morsures de chiens enragés. En médecine
ayurvedique, chez les aborigénes d'Australie et les Amérindiens d'Amérique du Nord, le

Marrube servait a traiter les infections des voies respiratoires (Boutlis, 2014).
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En Algérie divers médicaments a base de plante M. vulgare sont utilisés comme expectorant
dans la toux associée au rhume, pour le traitement symptomatique des plaintes dyspeptiques,
telles que la perte temporaire d'appétit (Hammiche et al., 2015 ; Foster et al., 2002).

L'herbe est utilisée pour préparer le bonbon marronnier bien connu, qui, en raison de son
agréable godt est utilisé pour soulager la toux, I'enrouement et la bronchite. Elle est largement

utilisée comme agent aromatisant (Ac¢imovic et al., 2020).

Le marrube blanc aussi utilisé comme tonique amer, et diurétique. En plus d'uneutilisation
généralisée dans le traitement des troubles respiratoires. Extérieurement, il est utilisé pour les

dommages de la peau, ulceres et plaies (A¢imovic et al., 2020).
v Formes d’utilisations et posologies

L’administration orale est la seule voie d’administration des préparations herbacées du

marrube blanc dans les indications traditionnelles (herba, 2013).

Les dosages du médicament a base de M. vulgare sont décrits dans le tableau Il1 ci-dessous :


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A%26%23x00107%3Bimovi%26%23x00107%3B%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32599693
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Tableau 111 : Indications thérapeutiques et proposition de dosage pour la partie aérienne de

Marrubium vulgare L. reconnues par 'EMA et la Commission allemande E (Boutlelis, 2014 ;

Nsemi, 2014).

Posologies proposés

Indication

thérapeutique

EMA

Commission allemande E

Expectorant dans le

catarrhe associé au

refroidissement

-Plante coupée : 1-2g/250 ml eau

bouillante 3/j

-Teinture : 7,5 mltrois fois jour

-Dose quotidienne : 4 a 5 g de
matériel vegétal frais / séché

ou dose équivalente

-L'administration  doit  étre

Symptomes de | -Poudre (1 gélule) : 225-445 mg 3/j
dyspepsie  tels que| -Extrait sec (2 gélules) : 4,5g /jour SEIPRICEE [FOIF (5 e 6 (18
autres médicaments pendant au
gonflement ou
moins 30 minute
Flatulence
Perte d’appétit | -Jus : 10-20 ml 3/j
BT PeIELTE -L'administration doit étre a
distance pour les repas et les autres
médicaments pendant au - 30 min
1.1.4  Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés qui ont un role dans l'interaction cellulaire

avec ’environnement. Ces composés sont couramment impliqués dans la défense contre les

stress biotiques ou abiotiques (Pagare et al., 2015).

v' Les composés phénoliques

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques. Ces composés

sont caractérisés par la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou

plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des composés phénoliques naturels varie de

molécules simples (acides phénoliques simples) aux molécules les plus hautement polymérisées
(Bruneton, 1999 ; Malviya, 2010).

Les composés phénoliques jouent un rdle dans la protection contre les especes pathogénes
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Et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux radiations ultraviolettes.
L’astringence et I’amertume des aliments et des boissons dépendent de la teneur en

polyphénols (Bouterfas et al., 2016).

Les polyphénols peuvent étre classés dans de nombreuses classes, mais les principales
classes de polyphénols sont acides phénoliques, flavonoides, alcools phénoliques et lignanes
(Abbas et al., 2017).

A. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont largement répandus chez les plantes. Ils dérivent
principalement de I’acide benzoique ou de I’acide cinnamique et comportent un radical

COONH. lls se trouvent souvent sous la forme de glycosides ou d’esters (Dacosta et al, 2003).

B. Les 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 végetaux (Ghedira et al., 2005).
Les flavonoides peuvent étre divisés en un assortiment de classes, par exemple, les flavones
(par exemple, la flavone, I'apigénine et la lutéoline), les flavonols (par exemple, la quercétine,
le kaempferol, la myricétine et la fisétine) et les flavanones (e.g., flavanone, hesperetin, and

naringenin) (Ferraz et al., 2020).

IIs sont capables de moduler T’activité de certaines enzymes et de modifier le
comportement de plusieurs systemes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient exercer une
multitude  d’activités  biologiques, = notamment des  propriétés  antioxydantes,
vasculoprotectrices, anti-hépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires,
antimicrobiennes, antiulcéreuses et méme antitumorales significatives (Ghedira et al., 2005 ;
Albuquergue et al., 2018).

C. Les tanins

Les tanins constituent un groupe hétérogéne de composés polyphénoliques, présents dans
un nombre considérable d'aliments végétaux. Le terme tanin est dérivé des propriétés de ces
composés d'interagir et de précipiter les macromolécules, telles que les protéines, qui les
rendent capables de bronzer le cuir animal. Par la suite, une définition générale des tanins a
émergé, les désignant comme des polyphénols de haut poids moléculaire qui précipitent les

protéines de la solution (Combs, 2016).
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1.2 Les activites biologiques de M.vulgare
1.2.1 Activité antioxydante

Les huiles essentielles et les extraits obtenus a partir des parties aériennes de Marrubium

vulgare se sont avérés avoir de fortes activités antimicrobiennes et antioxydantes.

Certaines études ont démontré que la présence de marrubine est le responsable d’activité
antioxydante de M. vulgare ainsi que de composés phénoliques et de flavonoides exercant un
un effet antioxydant, anticoagulant, antiplaquettaire et anti- inflammatoire important a été
attribué a la marrubine (Ahvazi et al., 2018).

1.2.2 Mécanisme d’action et propriétés antibactériennes de M.vulgare

L’action antibactérienne de M. vulgare sans aucun doute est tres compliquée et peut
impliquer une variété des modes d'action (Tableau VI), tels que linhibition d'enzymes
microbiennes extracellulaires, la chélation de substrats nécessaires a la croissance bactérienne
ou la chélation de métaux tels que le fer, I'inhibition du métabolisme microbien et la
dégradation des parois cellulaires, la destruction des membranes cytoplasmiques et
I'apparition de fuite de composants cellulaires tels que I'ADN et I'ARN, les protéines et les

systemes lipidiques (Abedini, 2013).

Le pouvoir antimicrobien de M. vulgare est di essentiellement a ces principes actifs tels

que les huiles essentielles, les flavonoides et les tanins (Albuquerque et al., 2018).

La haute lipophilie des composés phénoliques renforce leur pouvoir antimicrobien, en
favorisant leur interaction avec les membranes cellulaires et en induisant des dommages
irréversibles a la membrane plasmique. Il peut également conduire a une inhibition

enzymatique dans la cellule (Bouarab-Chibane et al., 2019).

Dans I’ensemble, une telle activité antibactérienne de Marrubium vulgare pourrait étre
aussi en raison de la présence de 1,8-cinéole, de camphre et de linalol, qui sont bien connus
pour leurs activités antibactériennes, ou de la présence de B-caryophyllene pour lequel une
activité antimicrobienne est décrite, et la présence des monoterpénes oxygénés, qui sont

particulierement actifs contre les cellules microbiennes (Bouterfas et al., 2016).

Les flavonoides peuvent également affecter la synthése des protéines et de 'ARN en
inhibant le métabolisme énergétique et la synthése de I'ADN. Dans le cas des bactéries

Gram+, des changements de pH intracellulaire et des interférences avec le systéeme

10
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de production d'énergie (ATP) ont été rapportés. Les flavonoides peuvent se lier a des
protéines solubles situées a I'extérieur des cellules et de la paroi des cellules bactériennes
favorisant ainsi la formation du complexe (flavonoide- bactérie) (Bouarab-Chibane et al.,
2019).

Tableau VI : Principales actions biologiques de Marrubium vulgare L (Rodriguez, 2016).

Actions Composés pharmacologiques Mécanismes impliquées
pharmacologiques

Antioxydante -Composés phénoliques. - Chélatant I’effet des ions Cu?" libre

et empéche la catalyse oxydative.

- Diminution de la production des
intermédiaires réactifs.

Antimicrobien | -Composés phenoliques -Tanins | - Action sur la membrane cellulaire

antifongique condensés. de Gram+ et Gram-

-Viabilité  réduite des  micro-

organismes infectieux.

Cardio-protectrice -marrubénol et les esters - Blocage des canaux calciques de
phénylpropanoides. type L et dinhibiteurs de la
cyclooxygénase (COX).

- Protection des cardiomyocytes

contre la mort induite par I'hypoxie.

Hépato-protectrice -Polyphénols et autres -Rupture des hépatocytes infeérieurs.

antioxydants.

Hypo-cholestérol -Acide mic-6- octadécénoique. Cholestérol total inferieur, cholestérol
LDL Fraction et triglycérides
plasmatiques. Fraction HDL

cholestérol plus élevé.

11
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Antihypertenseur -Marrubenol et composés
apparentés a la structure.

Antispasmodique - Flavonoides.

vasorelaxant

-Blocus sélectif des canaux Ca2+ de

type L

-Interférence sur 1’absorption des ions

Ca?* dans le cytoplasme ou pendant la

-Marrubénol et composés

, libération rgani
apparentés a la structure. bération des organites

intracellulaires.

-Blocage sélectif des canaux Ca2* de

type L dans les muscles lisses

intestinaux.

1.3 Généralités sur la Citronnelle (Cymbopogon citratus)

Le genre Cymbopogon comprend une cinquantaine d’especes originaire d’Asie mais dont
certaines sont depuis tres longtemps introduites et naturalisées dans tout le monde (Teuscher
et al., 2005). La citronnelle est une plante herbacée tropicale de la famille Poaceae elle est
connue depuis longtemps, elle est utilisée ;depuis des siécles, et ce pas seulement dans la
cuisine ou la médecine mais aussi dans le domaine thérapeutique et biologique. On cultive
cette plante pour son huile qui sert de parfum, d’assaisonnement et de reméde. Son parfum,
rappelant I’odeur du citron, est a ’origine de sonnom (Teuscher et al., 2005 ; Kouame et al.,
2016).

1.3.1 Description botanique

La citronnelle (Figure 03) est une plante vivace de la famille des Poacées ou de la famille
des graminées. La citronnelle contient de grande quantité des huiles essentielles a haute teneur
en citral et en géraniol (Kouame et al., 2016). C’est une plante formée de tiges serrées
pouvant atteindre 1,5 m de haut, lisses et glabres. Elles forment des touffes composées de
feuilles linéaires, terminées en pointe, de 90 cm de long sur 3 a 5 cm de large ; ces feuilles
sont raides, coupantes, lisses sur leurs deux faces et de couleur vert claire grisatre. Elle a une

forte odeur de citron quand on la froisse. (Teuscher et al., 2005).

12
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Figure 03 : Citronnelle (Cymbopogon citratus) (www.the-passion.fr 2021)

1.3.2 Les Huiles essentielles de la citronnelle

Les huiles essentielles sont un extrait naturel dérivé de plantes aromatiques (Wegrzyn and
Lamendinh, 2005). Elles concentrent le parfum de la plante, elles contiennent des substances
volatiles, de consistance huileuse, trés concentrées, offrant une forte concentration en
principes actifs (Lardry and Haberkorn, 2007). Il est difficile d’obtenir des grandes quantités
d’HE. Selon la Pharmacopée Européenne: « I’'HE est un produit odorant, de composition
complexe, obtenu a partir d’une matiére premiére végétale botaniquement définie, soit par
entrailnement par la vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou par un procédé mécanique
approprié sans chauffage. L’HE est le plus souvent separée de la phase aqueuse par un
procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition » (Ph. Eur.,
2005).

HE de la citronnelle est obtenu a partir des feuilles fraiches ou séches, que I’on récolte
plusieurs fois par an. La matiere fraiche de citronnelle contient de 0,26 & 0,52% d’HE et

parfois 0,7% et la matiere seéche en contient 0,4% (Bardeau, 2009 ; Lawal et al., 2017).

Les composants principaux de la citronnelle sont les citrals et le myrcéne. Citral est le nom
donné au géranial (a-citral, trans-citral ou encor citral A) et au néral (B-citral, cis-citral ou

encor citral B) de la famille moléculaire des aldéhydes monoterpéniques. Le myrcéne est
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classé comme un hydrocarbure et plus précisément comme un monoterpene (Kouame et al.,
2016 ; Majewska et al., 2019).

1.3.3 Propriétés thérapeutiques et utilisation traditionnelle

La citronnelle est une plante médicinale, ses feuilles ont des multiples bienfaits ;
antispasmodique, antibactérienne, sédative. Elle est utilisée pour diverses pathologies, comme
les troubles digestifs, les états grippaux et la fiévre, la fatigue mentale, les douleurs

articulaires et rhumatismales.

L'huile essentielle posseéde les mémes propriétés que la plante. Cette huile est reconnue
comme anti-inflammatoire et antiseptique, elle est utilisée sur la peau pour apaiser les pigQres
d'insectes et pour désinfecter les plaies bénignes. (Chiasson et Beloin, 2007 ; Kouame et al.,
2016 ; Machraoui et al., 2018 ; Majewska et al., 2019). L'HE sert a parfumer les produits
d’entretien, les désodorisants, les lessives, les savons liquides, les déodorants et les gels
douches (Akhila, 2009).

La citronnelle inhibe la croissance microbienne et bactérienne dans le corps, a la fois interne
et externe, en aidant a prévenir et a guérir les infections bactériennes du colon, de 1’estomac,
des voies urinaires et du systéme respiratoire. Elle posséde également des vertus antifongiques
qui permettent de traiter radicalement certaines mycoses. Elle est notamment présente dans
beaucoup de cremes antimycosiques (De Billerbeck, 2007 ; Oladeji et al., 2019). L'HE sert a
parfumer les produits d’entretien, les désodorisants, les lessives, les savons liquides, les
déodorants et les gels douches (Akhila, 2009).

1.4 Lessouches bactériennes
1.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli est typiqguement une bactérie Gram-négative en forme de batonnet
(bacilles de 2,0 a 6,0 mm de long et de 1,1 a 1,5 mm de large) avec une extrémité arrondie.
Escherichia coli est d'origine fécale et se trouve presque exclusivement dans le tube digestif
des animaux a sang chaud, en particulier 'nomme. Plusieurs sérogroupes d'E. coli sont connus
et la majorité sont non pathogénes. Cependant, certains groupes peuvent provoquer des

maladies diarrhéiques graves, parfois fatales. (Bouskaoui et al., 2017).

1.4.2  Bacillus subtilis
Bacillus subtilis est une bactérie gram-positive et a catalase-positive qui vit normalement

dans le sol. La bactérie est en forme de batonnet et peut former une endospore, permettant a la
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bactérie de survivre a des conditions extrémes. C’est une bactérie aérobie pouvant se
développer en anaérobiose et ubiquitaires dans I’environnement, elle a par conséquent des
potentiels contaminants dans le monde de microbiologie (Bouhairi, 2017). Elle démontre une
capacité a former des spores résistantes a la chaleur. Elle fabrique plusieurs produits
commercialement importants (Du et al., 2019).

1.4.3 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est une bactérie aérobie a Gram négatif en batonnets de la famille des
Pseudomonadaceae. P. aeruginosa se trouve couramment dans le sol et I'eau ainsi que chez
les plantes et les humains. On pense que la bactérie Pseudomonas est I'un des rares véritables
agents pathogenes des plantes, elle provoque des infections des voies urinaires, du systéme
respiratoire, du derme, des tissus mous, une bactériémie, des os et du sang, en particulier chez
les patients souffrant de brilures graves, de tuberculose, de cancer et de SIDA (Wu et Li,
2015).

1.4.4 Staphylococcus aureus

S. aureus est une bactérie a Gram positif et un agent causal d'un large éventail de maladies
infectieuses telles que les infections cutanées, la bactériémie, I'endocardite, la pneumonie et
I'intoxication alimentaire. L'organisme était a l'origine un agent pathogene nosocomial de
premier plan et par la suite, des clones distincts sur le plan épidémiologique ont émergé en
milieu communautaire. S. aureus exprime un certain nombre de facteurs de virulence qui
aident a établir I'infection en facilitant I'attachement aux tissus, l'invasion des tissus et en
évitant la réponse immunitaire de I'nGte. La capacité d'acquérir une résistance a plusieurs
classes d'antibiotiques fait de S. aureus un agent pathogene difficile a traiter (Gnanamani et
al., 2017).
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2 Matériels et méthodes

Il est important d'étudier I'efficacité de certaines plantes médicinales utilisées en
medecine. Le but de notre étude était de déterminer ’activité antimicrobienne de l'extrait hydro

alcoolique de Marrubium vulgare.

Cette étude été reéalisée au niveau du laboratoire (BPC) de la station expérimentale
(Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Blida 1) et le laboratoire de
microbiologie. (Faculté des Sciences de la nature et de la Vie, Université Blida 1) Bloc C.

2.1 Matériels
2.1.1 Matériel Biologique

v Les feuilles de Marrubium vulgare

Le materiel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est une espece végétale
appartenant a la famille des Lamiacées Marrubium vulgare (figure 4). La partie végeétale
choisie pour la realisation des expérimentations de cette étude est la feuille puisque c’est a
sous niveau que se trouve la majorité des principales substances actives, en d’autre terme,
c’est le lieu de synthése et de la mise en reserve temporaire des principaux composes du

métabolisme primaire et secondaire.

La partie aérienne du Marrube a été recoltée au moment de mois mars 2021 dans la
région d’Ain defla, Algérie. Les feuilles sont soumises a un ringage a 1’eau de robinet pour
éliminer les impuretés puis étendues en couches minces, a bonne aération pendant deux

semaines jusqu’au sechage (figure 5).
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Figure 5 : Marrubium vulgare séchée (www.herboristerieduvalmont.com 2021)
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v Huile essentielle de Cymbopogon citratus

L’huile essentielle de citronnelle (Cymbopogon citratus) a été fournie par la société «
Extral Bio » de production des Huiles Essentielles, située a Blida. L’HE a été extrait & partirde
la partie aérienne fraiche de la plante (tiges et feuilles) récoltée d’un champ de culture de

ladite société.

v Souches bactériennes

L’activité antibactérienne a été évaluée in vitro sur des souches bactériennes de
référence. Ces bactéries ont été conservées et maintenus en vie, par des repiquages continus,

sur des milieux de culture adéquats.
-Bacillus subtilis ATCC 633

-Escherichia coli ATCC 8739
-Pseudomonas aeruginosa CNR ISPA PS20
-Staphylococcus aureus ATCC 19095

2.1.1 Matériel non biologique

Disques d’antibiotique de la gentamicine (G) ont éte utilisés comme un témoin positif
Pour les souches bactériennes testées.

Les appareils et réactifs chimiques utilisés sont présentés dans les annexes.

2.2 Methodes
2.2.1 Préparation de P’extrait hydroéthanolique de Marrubium vulgare

L’extrait hydroalcollique de plante est un extrait natural a partir de macération de plante dans un
solvant (alcools + I’eau). L’extraction a été réalisée par macération qui est une méthode courante pour
I'extractionde petites quantités de matiére végétale en laboratoire car elle peut étre effectuée de maniere pratique

dans des flacons Erlenmeyer (Jones, 2006).

Les feuilles de marrube séchées ont été broyées juste avant 1’extraction, en utilisant un
broyeur & couteaux. L’extraction a été réalisée par macération de 10 g de la poudre de
marrube blanc avec 100 ml d’éthanol 70, pendant 72h sous agitation. La solution est ensuite
clarifiée par filtration sur papier Whatman, puis évaporée a 1’aide d’un Rotavapeur a T60°c
pour obtenir un extrait hydro-alccolique de marrube sec. L’extrait sec a été récupéré dans le
méme solvant d’extraction et conservé jusqu’a I’analyse a basse température (+4°C) (figure

6). Trois extraits ont été préparés.
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Figure 06 : Protocole d’extraction par macération de Marrubium vulgare
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2.2.1.1 Calcul du rendement des extraits secs

L’extrait brut éthanolique isolé a été quantifié selon la formule :
R= PEB/ PMV %100
R : rendement /PEB : poids de I’extrait brut éthanolique (g)/ PMV : poids de plante broyée (g)

2.2.2 Dosage des métabolites secondaire contenus dans I’extrait hydro-éthanolique de
M. vulgare

v Dosage des composés phénoliques
Les composés phénoliques ont été estimés selon la méthode colorimétrique on utilisant
le réactif de Folin Ciocalteu. Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Singleton et
Ross, 1965).

Mode d’opération :

-200 pl de I’extrait brut éthanolique sont mélangés a 100 pl du réactif de Folin et 900 plde
H-O distillée.

-Incubation a température ambiante pendant 4 minutes. Ensuite 800 ul de la solution
carbonate de sodium (Na,CQOz) anhydre 7.5 % sont ajoutés au melange.

-Les composés phénoliques totaux sont déterminés a I’aide d’un spectrophotométre a UV
visible apres 2 heures d’incubation a température ambiante par mesure de I’absorbance a une
longueur d’onde de 760 nm.

-On apréparé dans les mémes conditions un temoin (blanc) avec I'eau distillée a la place de
lasolution de 1’extrait brut.

-La détermination de la concentration en polyphénols totaux est effectuée par référence a une
courbe d’étalonnage préparé, dans les mémes conditions, a partir d’une série de dilutions
d’acide gallique. La concentration finale en ces composées a été exprimée en mg
d’équivalents d’acide gallique (EAG) par ml d’extrait sec.

v Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides a été déterminées a l'aide de la méthode au Chlorured'Aluminium
(AICI3) décrite par Chris et Muller 1960 :

Le principe de la méthode est basé sur le fait que les flavonoides possedent un groupement
hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est susceptible de donner un complexe coloré, avec le

Chlorure d’ Aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des

20



Matériels et méthodes

Métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons
pour s’unir a deux atomes d’oxygene de la molécule phénolique agissant comme

donneur d’électrons.

Un volume de 1 ml de chaque extrait est mélangé avec 1 ml de la solution AICI3 (2%). Apres
’agitation et ’homogénéisation, le mélange est incubé a la température ambiante pendant 10
min et a l’abri de la lumiére. L’absorbance a été mesurée a 430 nm a l’aide d’un

spectrophotometre UV-visible.

La quantification des flavonoides totaux a été déterminée par référence a une courbe
d’étalonnage obtenue dans les mémes conditions en utilisant la quercétine comme référence.
La concentration finale en flavonoides a été exprimée en mg d’équivalents de quercétine (EQ)

par ml par mg d’extrait sec.

2.2.3 Etude de P’activité antibactérienne de I’extrait hydro-éthanolique de M. vulgaire
Nous avons utilisé la technique de diffusion sur milieu solide (Nair et Chanda, 2005 ;
Perez et al., 1990). C’est une méthode similaire a celle de ’antibiogramme qui consiste a

déterminer la sensibilité d’une souche microbienne vis-a-vis d’un ou de plusieurs produits.
v Préparation des milieux de culture
Le milieu de culture utilisé pour réaliser I’activité antibactérienne est: la gélose MH.
v Préparation des disques

Des disques de 6 et 9 mm de diameétre ont été découpés sur papier Whatman, stérilisés et

conserves jusqu’au moment de leur utilisation.
v" Préparation de pré-culture

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant le
milieu MH (pour Vérifier la pureté) et dans un bouillon nutritif (pour préparer la pré-culture)

et incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.

v/ Standardisation des suspensions bactériennes

Une nouvelle suspension a été préparée pour chaque test, quelques ml de bouillon
nutritif pré-incubé sont dilués dans un bouillon nutritif stérile. Apres homogénéisation,
I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 625 nm et doit étre comprise entre 0,08 a

0,10 (Pierre et al., 2020).
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v" Mode d’opératoire

Les disques d’extrait préparés sont imprégnés de deux doses de 80 ou 160 pL d’extrait
hydro-éthanolique a tester. Par ailleurs, le milieu Mueller-Hinton stérile est coulée dans des
boites de Pétri. Puis sont ensemencées par écouvillonnage a ’aide d’un écouvillon stérile, en
tournant chaque 3 fois la boite environ 60° de telle sorte & assurer une distribution homogéne
des bactéries.

A T’aide d’une pince stérile, les disques contenants les produits a tester sont déposés a la
surface de la gélose. Chaque essai est répété deux fois dans les mémes conditions
d’expérimentation. Ainsi qu’un antibiogramme est réalisé avec des disques contenant
d’antibiotique Gentamycine (G) (témoin positif) appropriés préts a ’emploi et des disques
imprégnés d’éthanol (témoin négatif).

2.2.4 Tests d’activité antibactérienne de Cymbopogon citratus par la méthode de

diffusion en disques :

Les etapes de la méthode de diffusion en disque sont décrites préecédemment. Les
disques préparés sont imprégnés de quatre doses différentes d’HE testée : (5; 10 ; 20 ; et 40
pl), Chaque essai est répété trois fois pour chaque souche dans les mémes conditions
d’expérimentation.

2.25 Lecture des résultats

La lecture se fait par la mesure des diameétres de zone d’inhibition produite autour des
disques, et peut étre symbolisée par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis de
I’extrait testé (Ponce et al., 2003).

-Souche non sensible (-) ou résistante < 8mm
-Souche sensible (+) = 9a 14
-Souche trés sensible (++) = 15419

-Souche extrémement sensible (+++) >20
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3  Résultats et discussion
3.1 Rendement d’extraction

Les valeurs obtenues sont représentées dans le tableau suivant (Tableau N°V).

Tableau N°V : Pourcentage de ’extrait hydro-éthanolique de Marrubium vulgare.

Poids de I’extrait (g) Pourcentage del’extrait (%)

1,41 14,1

La préparation de I’extrait hydroéthanolique du Marrube a donné un rendement de
I’ordre de 1,41 g, ce qui correspond a un pourcentage de 14,1 %. Nos résultats concordent
avec ceux qui sont obtenus a partir de la partie aérienne de la méme espéce lors d’une étude
entreprise par Bouzourene et al., (2016), un rendement de 15,22% de 1’extrait brut éthanolique

a éte enregistré.

Un rendement de 39,2% de I’extrait hydro-méthanolique a éte obtenu a partir de la partie
aérienne de la méme espéce lors d’une étude entreprise par Kanyonga et al., (2011). C’est un
pourcentage nettement supérieur a celui obtenu dans notre cas (14,1 %) pour I’extrait
¢thanolique. Ceci pourrait étre da a la technique utilisée par 1’auteur (extraction par soxhlet) et
sous une température de 70 °C. En fait, Su et al., (2006), ont rapporté que le rendement des

extractions aqueuses augmente avec la température.

D’une maniere générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante
a une autre de la méme famille mais également en fonction des paramétres de I’extraction
solide-liquide de plante, le solvant d’extraction hydrométhanolique ou bien
hydroéthanolique, la taille des particules et le coefficient de diffusion de solvant . En plus
de ces aspects quantitatifs, quel que soit la méthode d’extraction qppliquée, elle doit tenir

compte de la qualit¢ d’extrait, autrement dit de la bioactivité de ces principes actifs.
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3.2 Teneur des composés phénoliques dans I’extrait brut éthanolique

La teneur en composés phénoliques obtenus a partir de 1’extrait brut éthanolique a été
estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec un extrait de référence, I’acide gallique
a différentes concentrations (Figure 07). Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide
gallique par ml /mg d’extrait sec (mg EAG/ml d’extrait sec) (Tableau VI). La courbe

d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R2=0,99609.

1.4 4 y =10.153x - 0.0083
R?=0.9969

1.2

DO

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

0.15

[AG] (mg/ml)

-0.2

Figure 07 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique

Tableau VI : Résultats de la teneur en composés phénoliques totaux de I’extrait brut hydro-

éthanolique de Marrubium vulgare a différentes concentrations.

Teneur en composés phenoliqgues (mg
EAG/ml d’extrait sec)

Extrait brut hydro-éthanolique 0,013+0,002

Les résultats de dosage de phénols totaux révelent que ’extrait brut hydro-éthanolique de

I’espéce Marrubium vulgare. Contient une teneur de I’ordre de 0,013 (mg EAG/mI d’extrait).

Avec un écartype = 0,002 . Un taux de 17,08 mg EAG/ml d’extrait a été observé par Djahra, en (2014). Nous ne

pouvons pas le comparer a notre étude parce que I’auteur n’a pas précisé le poids de I’extrait sec utilisé.

Alors que, un taux de 18,21mg EAG/g MS d’extrait hydro-méthanolique (équivalant a
0,01821 mg EAG/mg MS) a été observé par Boudjelal, en (2012). Une teneur supérieur mais
proche par rapport a celle qu’on a obtenus par notre étude (0,013 mg EA/mg d’extrait). Cette
variabilité dans les résultats pourrait étre liée aux conditions climatiques du biotope de

I’espece ou aux différentes méthodes suivies lors de 1’extraction et aussi au solvant utilisé.
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3.3 Teneur des flavonoides dans I’extrait brut éthanolique

La quantification des flavonoides totaux a été determinée par référence a une courbe
d’étalonnage obtenue dans les mémes conditions en utilisant la quercétine comme référence
(Figure 08). Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par ml par
mg de d’extrait sec (mg QE/mg d’extrait sec) (Tableau VII). La courbe d’étalonnage est
établie avec un coefficient de corrélation R?=0,9927

8 1.4 - y =2.0316x + 0.0423
1.2 - R?=0.9927
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0 T T T T T )
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
[QE] (mg/ml)

Figure 08 : Courbe d'étalonnage de la quercétine

Tableau VII : Résultats de la teneur en flavonoides de I’extrait brut hydro-éthanolique de

Marrubium vulgare.

Teneur en flavonoides (mg EQ/mg

d’extrait)

Extrait brut hydro-éthanolique 0,0649+0,0115
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Dans la présente étude, un taux de 0,0649 (mg EQ/mg d’extrait sec) de flavonoides a été
obtenu par I’extrait hydro-éthanolique de M.vulgare, une teneur de 0,00226 (mg EAG/mg
d’extrait) a été observée par Bouzourenne et Bourkache., (2016) pour le méme extrait. Alors
que les résultats obtenus par Boularas et al. (2019) a obtenu une teneur de 0,064 et 0,066 mg /
mg d’extrait sec qui est une valeur similaire a celui obtenue par notre étude 0,0649 (mg
EQ/mg d’extrait). Ces résultats confirment que M. vulgare est riche on flavonoides, la
variabilité des résultats doit tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bio activité
de ces principes actifs.

Dans la présente étude, la méthode de 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 1’épuisement du solvant a pression réduite permettent
d’obtenir le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou modification
probable dues aux températures élevées utilisees dans d’autres méthodes d’extraction
(Boutelis ,2013).

3.4 L’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique de M. vulgare

Les résultats des différents tests de 1’activité antibactérienne d’extrait éthanolique par

diffusion en disques sont présentes dans le tableau V111 et la figure 09.

Tableau VIII: Résultats de I’activité antibactérienne de 1’extrait éthanolique de M. vulgare

par le méthode des disques

ZONE D’inhibition (mm)

Doses d’extrait 3,36 pg/80 pl 6,72 ng/160ug | Gentamicine

Souches (mg /ml)
E.Coli ATCC 12 15 27
S.aureus ATCC 10 11 30
P.aeuginosa ATCC 20 25 30
B.subtilis ATCC 12 15 30
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Figure 09 : Zones d’inhibition de I’extrait éthanolique de M. vulgare vis-a-vis des souches :

A: P. aeuginosa ; B : B.subtilis ; C: S. aureus ; D : E .coli .
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D’apres le tableau VIII, Il y a une grande hétérogénéité dans les résultats obtenus, 1’effet
antibactérien est plus ou moins important selon la nature de la souche et selon la concertation
utilisée. D une manicre globale, 1’extrait éthanolique de M.vulgare semble étre efficace vis-a-
vis tous les souches testées. Les résultats de la présente étude, montrent que les souches

utilisées sont trés sensibles a la gentamicine avec diamétre de 27-30 mm.

De nombreux travaux soulignent cet effet antibactérien des principes actifs naturels. En
effet, Mubashir et al., (2009), signalent que I’extrait aqueux des feuilles de 1’espéce
Marrubium vulgare exerce une forte activité inhibitrice sur les souches de Staphylococcus

aureus et une activité de degré moindre sur E. coli.

Dans notre étude, I’extrait hydro-éthanoligue de M. vulgare présente une activité
antibactérienne vis-a-vis d’E. coli dont les diametres moyens varient entre 12 mm et 15 mm,
ceci nous raméne a conclure que l'activité antibactérienne dépend de la concentration de
I'extrait. Nos résultats concordent avec ceux obtenus par une autre étude réalisée par Hameg et

Taleb., (2018) quiont obtenu un diametre d’inhibition égala 12,5 mm.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent également une sensibilité de
Staphylococcus aureus vis-a-vis de D’extrait brut éthanolique de M. vulgare avec des
diametres varient entre 10 mm et 11 mm sont des résultats similaires a ceux obtenus par

Hameg et Taleb., (2018) ont obtenus des zones d’inhibition de diameétre 11,5 mm.

L’extrait hydro-éthanoliqgue du Marrube blanc a marqué une activité important qui vient
rivaliser celui des antibiotiques vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa qui est extrémement
sensible dont les diametres moyens varient entre 20 mm et 25 mm alors que le diamétre
d’inhibition de gentamicine est de 30 mm. Selon les résultats obtenus par Bouzerenne et
Bourakache., (2016), I’extrait aqueux de Marrube blanc n’a donné aucune activité avec P.
aeruginosa. Alors que les études ont été obtenues par Hameg et Taleb. (2018) sur la méme
espéce a donné deszones d’inhibition de 15 mm pour I’extrait hydro-méthanolgiue et de 10

mm pour I’extrait hydro-ethanolique.

B. subtilis est aussi sensible aux extraits hydro-alcooliques dont les diamétres d’inhibition
sont compris entre 12 mm et 18 mm. Des résultats similaires ont été obtenus par Kanyonga et

al. (2011) dont les diametres varient entre 14 et 16 mm.
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3.5 L’activité antibactérienne des huiles essentielles de Cymbopogon citratus

Les résultats de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de Cymbopogon citratus par
diffusion en disque sont représentés dans le tableau X et la figure 10 et 11.

Tableau X: Résultats de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de Cymbopogon citratus
par diffusion en disque.

Doses d’HE (ul) Zone d’inhibition (mm) G
SOUCHE 5 10 20 40
Bacillus subtilis ATTC 65 > 80 44
Staphylococcus aureus ATCC 17 22,3 47,6 53,3 30
Escherichia coli ATCC 11 14 29,3 35 30
Pseudomonas aeruginosa 0 10,3 15 15,6 27

-Zone d’inhibition (mm) sont moyen de triple expériences.

-Disque diametre (6mm pour les faibles doses de 5 et 10 () et 9mm pour les fortes doses de 20 et 40 (ul).
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Figure 10: Zones d’inhibition des huiles essentielles de plante médicinale Cymbopogon citratus
Vis-a-vis de B. subtilis 5ul (A) et 10ul (B) et E. coli 20ul (C) et 40 pl (D).
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Figure 11 : Zones d’inhibition des huiles essentielles de plante médicinale Cymbopogon citratus
Vis-a-vis de P. aeruginosa 20ul (A) et 40ul (B) et S. aureus 20ul (C) et 40 ul (D) .
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Selon notre étude sur la plante médicinale Cymbopogon citratus, I’effet antibactérien des
huiles essentielles de cette plante est trés éleve. Les souches & Gram + ont été fortement inhibées
par 'HE avec des diamétres plus de 80mm, les résultats obtenus par Tyagi and Malik., (2011)
confirme que les bactéries a Gram + sont plus sensibles a ’'HE de citronnelle que les bactéries
Gram-. Cependant, la raison est que les mécanismes d'action des HE et leur sélectivité vis-a-vis de
certaines bactéries ont été jusqu'a présent médiocres. D’autres auteurs ont mentionné qu'il n'y a pas
de lien clair avec l'action bactéricide des HE et la nature des bactéries (Zaika, 1988 ; Dorman and
Deans., 2000).

Notre étude a révélé un DZI avec E. Coli de 35 mm qui est tres important que la zone
d’inhibition d’antibiotique (27). Nos résultats concordent avec ceux obtenus par une autre étude

réalisée par Otsmane et Lachouaki., (2020) qui ont obtenu un diametre d’inhibition égal a 39mm.

L’HE du C. citratus s’est montré efficace contre P. aerugiosa avec un DZI de 15,6 mm, alors
que des études réalisées par Otsmane et Lachouaki, (2020) n’a constatée aucune zone d’inhibition

contre cette souche.

Staphylococcus aureus est aussi tres sensible a I’HE avec DZI de 47,5 mm et 53,3mm qui sont
des résultats similaires a celui obtenus par Otsmane et Lachouaki., (2020) ont obtenu des diamétres

de 57mm.

B. subtilis a été fortement inhibées par I’HE de C. citratus avec DZI de 65mm a 80mm. Des
mémes resultats réalisés par Otsmane et Lachouaki., (2020) dont DZI vis-a-vis B. subtilis sont de

66 mm a80 mm.

Du fait que la principale cible de ces composés naturels est la membrane bactérienne, I’activité
antibactérienne des substances naturelles pourrait s’expliquer par la lyse de ces membranes. Les
huiles essentielles, les flavonoides, voire méme les tanins pourraient induire une fuite d’ions
Potassium au niveau de la membrane et par conséquences des lésions irréversibles au niveau de
cette membrane. Cette perméabilité au Potassium est un effet précurseur de la mort cellulaire
(Rhayour, 2002).

Cette variabilité des résultats de I’activité biologique d’extrait végétale peut dépendre du contenu
en composés polyphénoliques. Les mécanismes d’action des composés naturels sont expliqués de
différente maniere selon les auteurs. Selon Chabot et al., (1992), I’activité antimicrobienne est liée a
la polarité des substances bioactives. Les composés les moins polaires comme les flavonoides
n’ayant pas de groupement hydroxyle OH sur leur cycle (B) sont plus actifs vis-a-vis des agents

microbiens que ceux portant le groupement hydroxyle.
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Si I’on se référe aux études de Moussaid et al., (2012), I’activité des principes actifs serait liée
aux conditions de séchage et de broyage de la plante. D’autre part, Il semble également que le
broyage avec nitrogéne liquide soit recommandé, car le broyage est aussi a 1’origine de la
génération de la chaleur responsable de la perte des molécules volatiles ainsi que la décomposition

et ’oxydation des molécules thermolabiles (Jones et Kinghorn, 2005).
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Conclusion

L’¢étude réalisée sur ’extrait hydroalcoolique des feuilles du Marrubium vulgare a permis
d’obtenir un bon rendement en termes d’extrait brut sec (14,1%). La présence de groupe des
composés polyphénoliques a été également révélée au cours de cette étude a teneur de
(0,013mg EAG/ml/mg) d’extrait, et une teneur de 0,0649 (mg EAG/ml/mg d’extrait) des
flavonoides. La richesse de Marrubium vulgare de ces composés pourrait justifier I’utilisation
massive de cette plante en médecine traditionnelle.

Les principes actifs majeurs, de la plante étudiée Marrubium vulgare possedent diverses
activités biologiques telles que les activités antibactérienne. En effet, de [Pactivité
antimicrobienne évaluée par le test in vitro, il ressort que 1’extrait hydro-éthanolique posséde
un pouvoir antimicrobien important sur les germes multi résistants responsables des
maladies infectieuses. L’inhibition varie en fonction de 1’espéce bactérienne, et de la
concentration d’extrait testé.

Notre ¢étude permet de confirmer I’efficacité d’huile essentielle de la citronnelle qui a
réveillétres efficace notamment sur les bactéries a Gram positives.

Toutes les souches bactériennes testées (E.coli, Staphylococcus, B.subtilis et P.aeruginosa)
se sont montrées tres sensibles vis-a-vis de ces principes actifs. Elles sont classées de tres
sensibles a sensibles vis-a-vis des doses d’extrait etudié et les zones d’inhibition sont
souvent élevées et rivalisé celui d’antibiotique gentamycine (G). L’huile essentielle de
Cymbopogon citratus s’est avérée plus efficace sur les souches bactériennes testées. Les
meilleures zones d’inhibition sont obtenues avec B.subtilis et S.aureus sur le méme milieu.

En continuité a cette étude, nous suggérons la nécessité de réaliser d’autres recherches,
analyses et purifications de l'extrait de Marrubium vulgare pour déterminer les molécules
bioactives exactes responsables de l'activité pharmacologique, ainsi que pour améliorer la
sécurité de la phytothérapie et 1’usage correct de la phytothérapie. Des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour étudier I’activité antibactérienne d’extrait hydro-

alcoolique de Marrubium vulgare.
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Annexe 1 : milieux de cultures
Les micro-organismes exigent pour leur croissance des aliments. Ces aliments leur sont fournis
au laboratoire par des milieux nutritifs ou milieux de culture. Comme lesbesoins nutritionnels
des microorganismes et les conditions de leurs développementssont trés variés.
Les milieux utilisés sont :

1. Gélose Mueller-Hinton : est une gélose riche pour la réalisation de 1’antibiogramme
standard. Cette gélose standardisée est la gélose permettant de tester I'action des antibiotiques sur
les bactéries. Elle doit étre coulée en boite de fagona obtenir une épaisseur de 4 mm

a) Composition

Infusion de viande de beeuf............ 300,0 ml
Peptone de caséine...........ccccce..... 175¢g
Amidonde mais .........ccceeeeeeeennnn. 15¢g
AQAr....ooooiiiii 17,0

2. Gélose Nutritive
la gélose nutritive ou gélose nutritive ordinaire ou encore gélose ordinaire est un
milieu d'isolement non sélectif. L'isolement est réalisé dans le but de contréler la

pureté d'une souche bactérienne ou de purifier la souche bactérienne si elle est

contaminee

Extrait de viande de boeuf.........cccovveiiiiiiiie e, 19;
EXtrait de leVUre .........ooovveeiiece e 20 ;
PEPIONE .. 59 ;
Chlorure de SOdIUM .......oeeiiiieiie e 59 ;



Matériels: distillateur pour I’eau distillé, béchers, éprouvette graduée, thermometre,
agitateur Magnétique, balance a précision, autoclave, bec bunsen, boites de Pétri,
des tubes avis ou cotonnés stériles, pince en bois ou gants.

Mode opératoire :

- Peser la masse nécessaire de poudre pour un volume (ml) d'eau distillée.

- Dissoudre la poudre dans le diluant a l'aide de I'agitateur magnétique et chauffer
jusqu'a I'ébullition.

- Laisser refroidir la préparation dans le cone stérile du bec bunsen.

- Lorsque la préparation a atteint une température inférieure & 60°C, verser dans des
flacons et steriliser & I’autoclave (sauf indication) & 120°C pendant 20 min.

- Lorsque la préparation a atteint de nouveau une température inférieure a 60°C,
coulé dans des boites de Pétri ou des tubes a vis stériles.

- Apres refroidissement et pour éviter que I’eau de condensation dans les boites de
Pétri perturbe la surface du milieu gélosé, on place les boites en position retournée.

Annexe 2 : le repiquage

1. Prélever a ’aide de I’anse de platine une fraction de I’inoculum ( bactérie en milieu
liquide ) ou une colonie a partir d’une culture bactérienne en milieu solide (boites de pétri)

2. Ensemencer par stries fines et trés serrées le premier demi-cercle.
3. Flamber I’anse de platine, laisser refroidir.
4. Ensemencer le deuxieme demi-cercle

6. Ensemencer le troisieme demi-cercle.
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