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Liste des abréviations et symboles

H3PW 12040 : acide phosphotungestique.

H3PM 12040 : acide phosphomolybdique.

WgO23 : Oxyde de tungsténe.

MOsOz3: oxyde de molybdéne.

NaCOs : carbonate de sodium.

CCM : chromatographie sur couche mince.

CH3OH : méthanol.

AICl3: chlorure d’auminium.

NaCl : chlorure de sodium.

HCI : acide chlorhydrigque.

Rt : rapport frontal.

nm : nanometre.

R : rendement.

mg EAG/g d’ extrait : mg équivalent en acide gallique par gramme d’ extrait.
KMnOs: permanganate de potassium.

H>S0O4 : acide sulfurique.

FeCls : chlorure de fer 111 (ou chlorure ferrique).

A : absorbance.

Me: masse de |’ extrait apres |’ évaporation du solvant.
Ms: Masse de la plante séche

NH4OH : hydroxyde d'ammonium ou ammoniague.
TH : taux d'humidité.

M1 : masse initiale d'échantillon (en g).

M2 : masse de |'échantillon apres séchage (en g).

pl : microlitre.

Ug : microgramme.

°C: Degré Celsius.

T : Teneur en composés phénoliques (mg EAG / g d’ extrait sec de la plante).

C : Concentration de I’ extraits (éthanolique ; méthanolique ; aqueux) équivalente al’ acide

gallique, obtenue a partir de la courbe d'étalonnage (mg/ml).

&: Le coefficient d’absorption en ml. pgt.cm™,



| : Lalargeur de cuve en cm.

V : volume d' extrait (ml).

M : poids sec d extrait de la plante (Q).
ATCC : American type culture collection.
KB: bacille de Koch.

GNO: géose nutritive ordinaire.
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Introduction Générale

A travers des ages, |’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins
de base: nourritures, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’ utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les

mal adies de I’ homme est trés ancienne et évolue avec I’ histoire de I’ humanité [1].

Dans le monde, pres de 80% de la population a recours aux plantes medicinales par
manque d’ accés aux médicaments prescrits [2]. Une plante est dite médicinale lorsgu’ au
moins une partie possede des propriétés curatives ou préventives d une ou de plusieurs
maladies[3].

Parmi ces différentes familles on trouve les lamiacées qui sont I’une des familles
connues depuis longtemps pour leurs propriétés médicinales, aromatique ou culinaire. Elle
renferme différentes plantes telles que : la menthe, le basilic, la sauge et aussi le marrube

blanc (marrubium vulgare) [5].

Dans ce travail nous nous sommes intéressées a |’éude de Marrube blanc
(M.vulgare) car c'est une plante qui est fréquente dans toute I’ Algérie, plus précisément
dans notre région : laKabylie. Cette espece a des vertus médicinales variées et nos ancétres
I"utilisaient pour guérir différentes maladies, fait que beaucoup de gens ignorent de nos
jours. A travers notre étude sur le marrube, nous essayerons de confirmer ses vertus et de

montrer son importance dans lavie del’ ére humain.

Notre travail a été devisé en deux parties, la premiére concernant |’ étude
bibliographique, comprend un chapitre sur |’éude botanique de I’'espéce Marrubium
vulgare et un autre chapitre sur les principaux métabolites secondaires qui existent dans les

plantes médicinales d’ une maniere générae.

La deuxieme partie, est consacrée al’ éude phytochimique des différents extraits de
la partie aérienne de Marrubium vulgare et I'éude de I'activité antibactérienne de I'extrait

agueuXx.

Enfin, on termine par une conclusion générale dans laguelle sont récapitulés les
principaux résultats obtenus.

Page 1



Introduction Générale

Page 2



Chapitre | :

Apercu bibliographique sur
la plante étudiée




Chapitre | : Apercgu bibliographique sur la plante étudiée :Marrubium vulgare

I ntroduction

D’ apres la Xéme édition de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales sont des
drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne, dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses [6]. Le marrube commun ou marrube blanc est
une plante qui appartient a la famille des lamiacées connu depuis des siécles pour son
efficacité a guérir la toux. Cette espéce a des vertus médicinales variées et nos ancétres
I"utilisaient pour guérir différentes maladies, fait que beaucoup de gens ignorent de nos

jours.
1/Historique et découverte

En Egypte, le Marrubium dérive du « HORUS » qui est un dieu égyptien, connu
comme la graine d'Horus, considérée dans I’ antiquité en Grece comme étant une plante

medicinale et celadepuis Hippocrate [7].
Le marrube blanc était tres connu des Grecs et des anciens Arabes [5].

Dioscoride ; un médecin, pharmacologue et botaniste grec, préconisait |e marrube blanc en

décoction, pour soigner latoux.

Antonius Castor (médecin romain qui vécut au |1 siecle) connaissait le marrube blanc
comme une plante specifique aux affections de I'appareil respiratoire et Pline I'Ancien
(écrivain et naturaiste romain du I¥ siecle) a énuméré de nombreuses préparations

curatives utilisant |e marrube dans ses écrits.

Au Moyen Age, on employait couramment le marrube blanc dans le traitement des
mémes affections que dans I'Antiquité. A cette époque, Hildegarde de Bingen (1098-
1179) religieuse bénédictine mystique, compositrice et botaniste, en disait dans ses

ouvrage que:

«Si on ales entrailles malades et en mauvais état, faire cuire du marrube avec du
vin et une quantité suffisante de miel; une fois I'ensemble cuit, conserver dans un pot et
boire froid: les entrailles retrouveront |a santé».

Pour Jean-Emmanuel Gilbert (1741-1814) homme politique et botaniste frangais,
le marrube blanc est considéré, dans son livre paru en 1798, "I'Histoire des plantes

d'Europe”, comme "l'une des meilleures plantes d'Europe”[7].
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Chapitre | : Apercgu bibliographique sur la plante étudiée :Marrubium vulgare

2/Description de la famille des L amiacées (L abiées)

La famille des lamiacées comporte 260 genres et entre 6500 a 7000 especes qui se
présentent sous forme d’herbes ou arbustes, elles sont considérées comme aromatiques,
poilues et glanduleuses [7]. C’ est une famille exceptionnellement homogéne: une lamiacée
est trés facile a reconnaitre mais elle est rare, son aire de dispersion est extrémement
étendue [8].

2.1/Car actér es principaux

o Les Lamiacées sont des plantes tres adaptées a la sécheresse, elles sont herbacées,
annuelles ou vivaces, elles poussent quel quefois sous forme de petits arbrisseaux.
e La tige est quadrangulaire, les feuilles simples de formes tres variables, sont

opposees. Certaines feuilles sont enroul ées par-dessous, €lles sont souvent coriaces
et épaisses pour mieux résister ala sécheresse.

o Cesont des plantes aromatiques trés prisées en cosmétique, en aromathérapie et en
phytothérapie. L’ huile essentielle se trouve dans des poils, glandes ou poches selon
les plantes, et se localise sous la cuticule (membrane qui protége les feuilles). Elles
laissent une odeur caractéristique quand on les froisse. Ce sont des plantes
également tres melliferes[9].

3/Genre Marrubium

Le genre Marrubium comporte 40 especes, répandues principalement le long de la
mediterranée[ 10].En Algérie, on retrouve 6 espéeces différentes au sein de ce méme genre :
Marrubiumvulgare, Marrubiumsupinum, Marrubiumperegrinum, Marrubium alysson,

Marrubiumal yssoidePomel et Marrubiumdeserti de Noé [11].

3.1/Répartition géographique

L’ espece est originaire d’ Europe méridionae; on latrouve al’état spontané dans
les sites abandonnés, surtout en station chaude et ensoleillée[12]. Le marrube blanc(Fig. 1)
depuis longtemps répandu un peu partout dans I'hémisphére Nord, notamment aux Etats-
Unis et au Canada ou il est naturalisé [13].Le Marrube blanc est une plante qui se trouve
Presque dans toute |'Europe, en Asie, et surtout trés répandue dans toute |'aire
méditerranéenne notamment au Maroc, Tunisie, Libye, Egypte et en Algérie [5]. C'est
une espece nitrophile, qui est habituellement rencontrée au voisinage des habitations, au

pied des murs, en bordure des chemins et dans les terrains vagues [14].
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Chapitre | : Apergu bibliographique sur la plante étudiée :Marrubium vulgare

Fig.1: Marrubium vulgare

3.2/Etymologie

Le nom botanique latin de la plante "Marrubium™ proviendrait de "Maria urbs' une
ancienne ville d'ltalie. D'autres éymologistes avancent que son origine viendrait de
I'hébreu "marrob” désignant un jus amer [5].
3.3/Dénomination internationale
Nom botanique : Marrubiumvulgare L.

Nom commun : Marrube blanc [15].

Nom francais : Marrube [5], marrube commun [16]. Ainsi on trouve : bonhomme, herbe a

lavierge, marrochemin[17].

Nom allemand : Weisser andron[16].WeiBerAndom[14].
Nom espagnol : Marrubig[13].

Nom anglais: Common Horehond[13].

Nom arabe: Ifzi, ifzyi[18]. Timeriout, timersat[5].

Nom Kabyle: Beruit, mariouet, meriut, meriwet, mariout, merriut, merriwut[5]. Farasiyun,
sennar, umdatat-tabib[18].
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Chapitre | : Apergu bibliographique sur la plante étudiée :Marrubium vulgare

3.4/Description botanique

3.4.1/Racine

Laracine est simple, ligneuse, garnie de plusieurs fibres (Fig. 2) [5].

3.4.2/Tige

Les tiges du marrube blanc peuvent atteindre jusgu'a 50 cm de longueur et 7 mm
de largeur ; les jeunes tiges sont recouvertes d’ abondants poils duveteux blanchétres; les
plus &gées sont gris-vert et les poils qui les recouvrent sont moins nombreux [14]. Elles
sont carrées, dressées, robustes et feuillues [15], et sont dites «tétragones» ou
quadrangulaires, cotonneuses, blanches et tomenteuses [5].

3.4.3/Feuilles

Les feuilles du marrube blanc sont opposées et pétiolées, elles sont entiéres et un
peu cordées a la base ; leur forme générale est ovae ou arrondie(Fig. 2). Ainsi elles sont
feutrées, cotonneuses, et de couleur blanchétre [5]. Les feuilles du marrube pétiol ées ont un
limbe mesurant 1,5-4 cm de longueur et 1-3,5 cm de largeur ; elles présentent des bords
dentés a crénelés et sont recouvertes de poils blancs, fins et d’ aspect vert-gris foncé.[14].
De plus, lesfeuilles sont gaufrées [15].

3.4.4/Appareil reproducteur (lafleur)

Les fleurs sont petites et forment des amas danses, axillaires, sessiles et réunies en
glomérules a I’ aisselle des feuilles [14]. Elles rangent de délicats verticilles au long de la
tige; blanches et dotés d’une corolle soyeuse et bilabiées, elles s épanouissent de la mi-

avril alafin aout [15].
3.4.4.1/Calice

Il est velu et laineux ; possede dix dents inégales et crochues dont cing, dites
commissurales, sont un peu plus courtes et toujours terminées en pointe épineuse [5]. Le

calice a5-10 dents et 10 nervures est tres poilue al’ intérieur du tube [14].

3.4.4.2/Corolle

Elle est blanche, bilabiée.la lévre supérieure est presque plane, entiere ou bifide
aorsquelalévreinférieure est ouverte et trifide [5].
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3.4.4.3/Androcée

L’ androcée est a quatre étamines qui sont renfermées dans le tube de la corolle [5].

3.4.5/Fr uit

Les fruits consistent en quatre akenes lisses et glabres murissent en automne ; tout
comme les fleurs, ils dégagent un parfum intense, musqué, et ont une saveur amere [15].

Ains qu'il est visible au fond du calice persistant [5].

4/Utilisations thérapeutiques du marrube blanc

Cette plante est traditionnellement utilisée pour le traitement de divers maux :
sifflements respiratoires, maladies urinaires, otites, ophtalmies[19].

En Algérie, le marrube blanc est utilisé en médecine folklorique contre la diarrhée,

le diabéte, le rhumatisme, le rhume et les douleurs respiratoires [11].

Marrubium vulgare possede des effets hypoglycémiants et hypolipidémiants (par
une stimulation de sécrétion d’insuline par les cellules B-pancréatique),
vasorelaxant,antihypertensif , antioxydant, antimicrobien, antispasmodique, anti-
inflammatoire et anal gésique[20].
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Il possede les activités tonique, aromatique, stimulante, expectorante, diaphorétique
et diurétique. C'est également un ingrédient des pastilles contre la toux, par exemple,
Ricola®.ll a été trés employé dans les affections hépatiques. Le principe actif principal de

cette plante a été identifié en tant que marrubiine, un diterpéne labdane furanique[21].
5/Contre-indications et effetsindésirables

On recommande généralement aux femmes enceintes d'éviter le Marrube blanc
parce que, selon la Commission Européenne, la plante stimulerait |'utérus et pourrait avoir
une action abortive. Selon la méme source (Commission Européenne) le Marrube ne
possede jusqu'a présent aucun effet indésirable.Les vertus curatives de |’ espece Marrubium
vulgare sont sans doute liées a I'existence de certaines substances chimiques dans la
totalité dalaplante [22].

6/Travaux antérieurs

Lesrésultats des études phytochimiques effectuées par Ashkennazy et al, 1983sur
le genre Marrubium au regard des données bibliographiques ont permis d’isoler un grand
nombre de métabolites secondaires tels que les flavonoides les sesquiterpenes, les

diterpénes et les triterpénes [23].

L’ éude de Grahem- Solomons (1994) sur |’ extrait acétonique de la partie aérienne
de M.vulgare, a permis d’isoler la marrubiine [24]. Par la suite les chimistes Iraniens ont

démontré que cette espéce est connue par I’ élaboration des huiles essentielles [25].

Djahra Ali Boutdlis, (2010) a particulierement étudié |’espéce Marrubium
vulgare. Sont éude est abouti & [’identification des principes actifs maeurs, les
flavonoides et les tanins qui possédent diverses activités biologiques telles que les activités
antibactériennes, antifongique et antihépatotoxique [22].
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Chapitre Il : Les métabolites secondaires

I ntroduction

La plante est le siége d’ une intense activité métabolique aboutissant a la synthese
de principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes
de vie de la plante : |a plante doit faire face a de multiples agressions de I’ environnement
dans lequel elle vit : prédateurs, microorganismes pathogénes, etc. On concoit donc que la
plante puisse développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser des
diverses substances pour se défendre. Ces substances prennent la nomenclature des

meétabolites secondaires [25].

Les métabolites secondaires constituent un groupe de produits naturels quil
convient d'explorer pour leurs propriétés anti oxydantes, anti microbiennes, anti-
inflammatoires et anti carcinogénes ou mutagenes [26].

1/Composeés phénoliques

Les polyphénols constituent un groupe largement distribué des substances dans le
royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques présents dans tous les

organes de laplante [27].

L’éément structural fondamental qui les caractérise est la présence d'un cycle
aromatique (benzoique) portant au moins un groupement hydroxyle, libre ou engagé dans
une autre fonction chimique (éther, ester, sucre...) [28].

1.1/Flavonoides

1.1.1/Définition

Le terme flavonoide (de flavus, «jaune>> en latin) représente une trés large gamme
de composés naturel s appartenant ala famille des polyphénols. Ils constituent des pigments

responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux [29].

On les trouve, d' une maniére générale, dans toutes les plantes vasculaires [30], ou
ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits.

IIs jouent un réle important dans la protection des plantes [3].
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1.1.2/Structure des flavonoides

Flavonoide, est un terme générique pour des composés basés sur un squelette a 15
atomes de carbone qui est fait de deux cycles phényles Cs, les cycles A et B, connectés par
un pont atrois carbones (structure en Ce-C3-Cs). Ce dernier est situé entre les cycles A et B
est communément cyclisé pour former le cycle C (cycle central). Les atomes de carbone
danslescycles C et A sont numérotésde 2 a8, et danslecycle B de2' a6'(Fig. 3)[3].

Fig.3 : Squelette moléculaire de base des flavonoides.

1.1.3/Classification des flavonoides

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, ils peuvent étre
regroupés en plusieurs classes selon le degré d'oxydation du noyau pyranique central
(Tableau Ne°1) : les hétérosides flavonoidiques, les anthocyanes, les isoflavonoides et les
flavonoides au sens strict comprenant les flavones, les flavonals, les dihydroflavonols, les

flavanones ainsi que les aurones et les chalcones [3].
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Tableau Ne 1 : Différentes structures des flavonoides.

Classes Structures chimiques R3 R4 | RS Exemples
Rz Apigénine
Ra H OH | H
Flavones @ Q @ Lutéoline
©‘| RS OH OH H
g ; T
A Diosmétine
OH OCH3| H
Kaempférol
H OH | H
Flavonols OH OH H Quercétine
Myrecétine
OH | OH OH
OH OH | H Catéchine
Flavanols
H OH |H Naringénine
Eriodictyol
Flavanones OH OH | H
H OH H Pelargonidine
OH OH H Cyanidine
Anthocyanidines
OH OH | OH| Dephénidine
R5 R7 R4'
Isoflavones I OH OH | OH Genisteine
0 ©
RS R4 | H O-Glu | OH Daidzeine
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1.2/Tanins

1.2.1/Définition

Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels
que les écorces d'arbres et les fruits (raisin, datte, café, cacao...), ce sont des substances de
saveurastringente ayant la propriété de tanner la peau et de se combiner aux protéines
animales par des liaisons hydrogénes [31].

1.2.2/Structure et classification

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux groupes de tanins,
basés sur des différences structurales: les tanins non hydrolysables ou tanins condensés
(Fig. 4) et lestanins hydrolysables (Fig. 5) [32].

Fig. 4 : Tanin condense. Fig. 5: Tanin hydrolysable.

2/Alcaloides
2.1/Définition

Un acaoide est une substance organique azotée d origine végétale a caractére
acain et présentant une structure moléculaire hétérocycliqgue complexe. Chez de
nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les pieces florales, les fruits ou les

graines, ces substances sont trouvées concentrées dans les vacuoles [33].
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2.2/Propriétés des alcaloides

Les acaloides sont caractérisés par une solubilité faible dans I'eau, facilement
solubles dans I’ acool et peuvent donner des colorations spécifiques avec certains réactifs
(réactifs de Mayer, de Dragendorf, de Wasicky, de Bouchardat). Ils exercent en genéral de

puissante action pharmacol ogique [25].
2.3/Structure des alcaloides

La plupart des alcaloides sont dérivés des acides aminés tels que le tryptophane,
I”ornithine, la lysine, |’ asparate, |’ anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides

aminés sont décarboxylés en amines et couplés a d autres squel ettes carbonés [34].

(_? 4 O O
J . .

/ /
/ / H
\\"f" " HN/\\“-"' N \\’f‘)\-""-h‘
L / [
o/\‘r/‘-—-%“ o//\\n/_“‘n 0/\9‘/.\‘“.‘4
Caféine Théobromine Théophylline

Fig. 6 : Quelques exemples d'alcaloides.

3/Terpénoides
3.1/Définition

Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure
moléculaire construite d’'un monomere a 5 carbones appelé isoprene, ces composés sont
majoritairement d origine végétale. Synthétisés par les plantes, organismes marins, les

champignons et méme les animaux [35].
3.2/Structure des terpénoides

Les terpénes sont des composeés hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique
soit a chaine ouverte. Leur formule brute est (CsHx)n (Fig. 7)dont le x est variable en
fonction du degré d'insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs (de 1 a 8)
sauf dans les polyterpenes qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de

base des térpénoides est I’ isopréne de formule CsHg [36].
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T

C CcH
H.c—  —c=  °?

I
H

Fig. 7 . Structure d’isoprene.
3.3/Classification
3.3.1/Sesquiter péne

Les sesquiterpénes forment une série de composés qui renferment 15 atomes de
carbones, ils se trouvent sous forme d’hydrocarbures comme le B-Cadinéne(Fig. 9), ou
sous forme d’ hydrocarbures oxygénés comme : les alcools, les cétones, les aldéhydes, les
acides et les lactones dans la nature. Les sesguiterpenes et les monoterpénes sont souvent
en mélange dans les huiles essentielles des plantes. Ils peuvent étre acycliques,

monocycliques, bicycliques, tricycliques ou polycycliques [36].

i

Fig. 8 : Structure de B-Cadinéne.

3.3.2/Diter penes

Les diterpénes sont des substances avec 20 atomes de carbone (C2o) éaborées a
partir de 4 unités d’'isoprene. Ils sont tres répandus chez les végétaux supérieurs, ils sont

auss présents chez certains insectes et chez divers organismes marins.

lIs peuvent étre acycliques comme le phytol ; dont il est le représentant le plus
connu de la chlorophylle et des vitamines K et E. La (Fig. 9) ci-dessous rassemble a la

structure de quel ques diterpénes [36].
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OoH
)\A/}\/\—/X\/\—/L\‘\x)

phytol —
casbene
S . T . JOH QOH
retinol

Fig.9 : Structure de quelques diterpénes.

3.3.3/Triterpenes

Les triterpenes sont des molécules a 30 atomes de carbone. Ils ont comme
précurseur le squaéne (Fig. 10). Il y a plus de 1700 triterpenes dans la nature [36]. La
plupart destriterpénes sont des alcools, sous forme libre ou glycoside (les saponines) ou
ester. Les triterpenes libres sont des composants principaux des résines ou du latex des

végétaux, lavitamine D est un produit dérivé de triterpene [37].

:

K

Fig. 10 : Structure de squalene.
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3.3.4/Produits de dégradation destriter penes

3.3.4.1/Stéroides

Les stéroides ne sont pas des terpenes mais des composes de biodégradation de
triterpenes, trés largement répandus dans le monde vivant, se rencontrent aussi bien chez

les bactéries, les champignons et |es plantes supérieures [28].
3.3.4.2/Saponines (groupe des stéroides)

Les saponines sont sous forme d hétérosides a I'état naturel. Les propriétés
physico-chimiques les plus caractéristiques des saponines sont les modifications de la
tension superficielle et le pouvoir moussant. Elles sont largement répandues dans le monde
végétal, ces composes assurent la défense du végétal contre |’ attaque microbienne ou

fongique [37].

4/Huiles essentidles

Les huiles essentielles sont des composants liquides et hautement volatiles des
plantes, marqués par une forte et caractéristique odeur.Elles peuvent étre stockées dans
tous les organes végétaux : fleurs, feuilles, des écorces, des bois, des racines, des rhizomes,

desfruits, des graines [38].

Les huiles essentielles ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales
et antiparasitaires d'ou leur vaste utilisation dans les domaines pharmaceutique,
alimentaire et cosmétique. Néanmoins, une seule huile peut avoir plusieurs utilisations ala
fois[39].
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1U/Matérids
1.1/Matériel végétal
1.1.1/Récolte et séchage

La récolte de la plante du marrube blanc (marrubium vulgare) (Fig. 11) a été faite
au mois d avril 2016 dans la région de Draa Ben Khedda située a 11 km a l'ouest de Tizi

Ouzou et aenviron 90 km al'est d'Alger.

Les feuilles ont été séchées a l'ombre, durant 2 semaines dans un endroit bien aéré, a une

température ambiante et a I’abri de la lumiére, pour préserver le maximum |’intégrité des

mol écules. Le matériel végétal séché est ensuite réduit en poudre al’aide d’ un broyeur [7].

Fig.11: Vue générae de la plante de Marrubium vulgare prise a partir du site
d’ étude (Draa Ben Khedda).
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1.1.2/Position systématique dela plante

L 'identification de la plante a été faite par M®'®: Abedllaoui Karima (MAA), Faculté
des Sciences Biologiques et Agronomiques, Département Agronomie, Université
Mouloud Mammeri de TiziOuzou.

Selon Spichiger et a. 2004, Marrubium vulgare appartient au :
Regne: Végétale

S/ regne: Plantes vasculaire

Division : Magnoliophytes

Classe : Eudicotylédones.

S/ Classe : Gamopétae.

Ordre: Lamiales.

Famille : Lamiacées.

Genre: Marrubium.

Espece :Marrubium vulgare L [7].

1.2/Evaluation du taux d'humidité du matériel végétal

La déermination de la teneur en eau du Marrubiumvulgare a été réalisee par
sechage de 3 g de la plante (feuilles) fraiche introduite dans une étuve a 120°C, jusgu’'a

stabilisation de la masse (environ 4h).

Le Calcul du pourcentage du taux d'humidité TH est donné selon laformule :

(M,_M5)
TH = ~———x 100
o 0

M1 : Masseinitiale d'échantillon (en g) ;
M2 : Masse aprés séchage (en g) ;

TH : Taux d Humidité en %.
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1.3/Réactifs utilises

Les différents réactifs utilisés ne sont pas purifier, ils sont enregistrés dans le Tableau Ne 2

Four nisseur Réactif Formule chimique
Méthanol CH 30OH
Ethanol C2HsOH
SIGMA- ALDIRICHR | Butanol-2 CsH7OH
Acide chlorhydrique HCI
Anhydride Acétique C4HeO3
Carbonate de soduim Na&COs
Prolabo® Dichlorométhane CHsCl2
Chloroforme CHCls
Acétate d’ éhyle C4HsO2
lodure de potassium Kl
Reéactif de Folin Ciocalteu |/
PanreacR Chlorure de Sodium NaCl
Chlorure ferrique FeCls
BiochemR Acide Sulfurique H2S04
Riedel de HaenR lode 12
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2/IM éthodes
2.1/Préparation des extraits

Les extractions solide / liquide de cette plante ont été réalisées selon le mode de

préparation : macer ation.

2.2/Principe dela méthode d’ extraction

L’ extraction des principes actifs est effectuée par macération, qui est une opération
qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec un solvant
pour en extraire les principes actifs. Elle se fait & température ambiante. Elle est utilisée
couramment dans I’ extraction des acaloides, des flavonoides, des tanins, des terpenes...
[40].

2.2.1/Préparation del’ extrait aqueux

5g de la drogue (feuilles) est macérée pendant 24 heures a température ambiante,
dans 100 ml d'eau. L’extraction est refaite 3 fois avec renouvellement du solvant. Les
macéras sont réunis et filtrés sur papier filtre. Le solvant est liminé du filtrat sous vide a
I’aide d'un Rota vapeur. Apres I’évaporation du solvant, I’extrait sec est peseé puis

solubilisé dans |’ eau [41].

2.2.2/Préparation des extraits éthanolique et méthanolique

5g de la drogue (feuilles) est macérée pendant 24 heures a température ambiante,
dans un mélange éthanol-eau, (méthanol/eau) (70:30 v/v) respectivement [41]. L’ extraction
est refaite 3 fois avec renouvellement du solvant. Les macéras sont réunis et filtrés sur
papier filtre. Le solvant est éliminé du filtrat sous vide al’aide d’un rota vapeur. Apres

I’ évaporation du solvant, I’ extrait sec est pesé puis solubilisé dans |’ éthanol [41].
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2.2.3/Rendement del’ extrait brut

Le rendement de |’ extrait brut est définit comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenu et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé via

I’ équation :

R % =(Me/Ms)*100

R % : Rendement en %.
M.: Masse del’ extrait aprés |’ évaporation du solvant.

M; : Masse de la plante séche.

3/Méthodes d’analyse

3.1/Screening phytochimique

Le screening phytochimique représente |’ensemble des techniques qualitatives
permettant la détermination des différents groupes chimiques contenus dans un organe
végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des
substances chimiques. Les groupes phytochimiques sont hombreux, mais les principaux
sont les polyphénols totaux y compris les flavonoides, les anthocyanes, les tannins, les
coumarines, les alcaloides, les saponosides, les stéroides, les stérols, les terpenes...etc [42].

Le screening phytochimique a été réalisé tant sur les phases agueuses
qu’ organiques par des réactions usuelles a |’ aide des réactifs de caractérisation classiques
[43].

3.2/Testssur lestrois extraits:(aqueux, é&hanolique et méthanolique)

> Amidon

Le test effectué consiste a : Chauffer 5 ml de I'extrait (aqueux, ethanolique,
méthanolique) avec 10 ml d’'une solution de NaCl saturée dans un bain marie jusqu’a
I”ébullition ; Ajouter le réactif d’amidon .Un test positif est révélé par |’ apparition d’ une

coloration bleue violacée [8].
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» Saponosides

Les saponosides sont caractérises par un indice de mousse [3].Leur détection est
réalisée en goutant un peu d'eau a 2 ml de I’ extrait (aqueux, éhanolique, méthanolique)
apres I’ agitation, le mélange est repose pendant 20 minutes, et la teneur en saponosides est

évaluee:
Pas de mousse = test négatif
Mousse moins de 1cm = test faiblement positif
Mousse de 1-2cm = test positif
Mousse plus de 2cm = test tres positif

» Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en goutant, a1 ml de |’ extrait (aqueux,
éthanoligue, méthanolique) 1ml d’'eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl3 diluée 10 fois.
L’ apparition d’une coloration verte foncée ou bleu-verte indique la présence des tanins
[44].

> Flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste atraiter 5 ml de I’ extrait (aqueux,
éthanoligue, méthanolique) avec 1 ml d’HCI concentré, et 0,5g de tournure de magnésium.
La présence des flavonoides est mise en évidence s une couleur rose ou rouge se

dével oppe apres 3 minutes [27].
> Alcaloides

Dans deux tubes a essal, introduire 1 ml de I’extrait a analyser (aqueux, éthanolique,
méthanolique). Acidifier le milieu par quelques gouttes de HCI, et gjouter quelques gouttes
de réactif de Mayer dans le premier tube, et quelques gouttes de réactif de Wagner dans le
second tube. L’ apparition d’un précipité blanc ou brun, respectivement révéle la présence
d alcaloides [45,46].
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> Stérolset triterpénes: Laréaction de Lieberman Burchardt

Dans un tube a essai, introduire 5 ml de I’ extrait a analyser (agueux, éthanolique,
méthanolique), gjouter 5ml d’ anhydride acétique, 5ml de chloroforme et 1 ml d acide

sulfurique (H2SOa4) concentré dans la paroi du tube sans agiter. Laisser reposer 20 min.

La formation d’un anneau rouge brunétre a la zone de contact des deux liquides, et
une coloration violette de la couche surnageant révelent la présence de stérols et triterpénes
[44].

> Terpénoides: Test de SlakowsKi

Dans un tube a essai, gjouter a 2,5ml d extrait (aqueux, éthanolique, méthanolique)
0,4ml de chloroforme et 0,6ml d’ acide sulfurique concentré. La formation d’un anneau

marron-rouge al’interphase indique la présence des terpénoides [45,46].
» Glycosides cardiaques

2 ml de chague extrait (agueux, éthanolique, méthanolique) a été dissous avec 2 mli
de chloroforme, I'acide sulfurique concentré a été ajoutée avec précaution pour former une
couche rougeétre foncée a l'interface de I'anneau stéroide, qui indique la présence de

glycosides cardiaques [47].
» Anthocyanes

Les anthocynes sont révélés par I'gout de 1 ml d'extrait (agueux, éthanolique,
méthanolique), 3 ml de H>SO4 concentré et 1 ml de NH4OH, s la coloration s accentue
par acidification puis vire au bleu en milieu basique, on peut conclure la présence des

anthocyanes [48].

3.3/Dosage quantitatif par desréactions colorimétriques

3.3.1/Dosage des composeés phénoliques totaux
Les composés phénoliques totaux ont été estimés selon la méthode colorimétrique

basée sur le réactif de Folin Ciocalteu.
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Le réactif est formé dacide phosphotungestique (HPW12040), et d acide
phosphomolybdique (HsPMO12040) qui sont réduits lors de I’oxydation des composés
phénoliques en oxydes bleus de tungstene (WsO-23) et de molybdene (M OgOs).

Pour cela 2 ml de I'extrait brut (agueux ; éthanolique; méthanolique) sont
méangés a 10 ml du réactif de Folin. Le mélange est incubé a température ambiante
pendant 3 minutes. Ensuite8 ml de la solution carbonate de sodium (NaCOs) sont gjoutés
au mélange.

Les composés phénoliques totaux sont déterminés a |’ aide d’un spectrophotométre
aUV (Ultra-violets) visible aprés 2 heures d’incubation a température ambiante par mesure
de I’ absorbance a une longueur d’ onde de 765 nm; selon laloi de Beer-Lambert : A=¢ 1 C
Avec:

A : absorbance

&: Le coefficient d’absorption en ml. pg™t.cm™.
| : Lalargeur de cuve en cm.

C : La concentration de la solution en pg/ml.

On prépare dans les mémes conditions un témoin (solution a blanc) ala place de la
solution de I’extrait brut. La quantification est faite selon une gamme-éalon établie dans

les mémes conditions avec de I'acide gallique (0 a 200 pg/ml) [49].

3.3.2/Expression desrésultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’éguation de
régression de la gamme d’ éalonnage, établie avec le standard étalon |’ acide galique (O-
200 pg/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/mg) .
Le total des composés phénoliques est déterminé selon |'équation suivante :

T=C.VIM

T : Représente le total des composés phénoliques (mg EAG /g d’ extrait sec de la plante).
C : Concentration des extraits (aqueux ; éthanolique ; méthanolique) équivalente a |’ acide
tannique, obtenue a partir de la courbe d'éaonnage (mg/ml).
V : Volume des extraits (ml).

M : poids sec d'extrait de la plante (g) [50].
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3.3.3/Analyse des polyphénals totaux par Chromatographie sur Couche
Mince (CCM)

La CCM est un outil de choix pour I’analyse phytochimique de routine d’ extraits
bruts, de fractions, ainsi que de produits purs isolés. De ce fait nous avons opté pour cette
technique dans le but de caractériser les produits purs isolés des feuilles.

L’ analyse repose sur les mécanismes d’ adsorption, de partage ou d’ échange d’'ions
ou sur une combinaison de ces mécanismes, et elle Seffectue par migration
(développement) de solutés a travers la couche mince (phase stationnaire) dans un solvant
ou un mélange de solvants appropriés (phase mobile) [51].

Les extraits ont été analysés par Chromatographie sur Couche Mince dont la phase
mobile choisie est 8ml du dichlorométhane en tant que systeme de solvants pour les
extraits polaires.

La révéation est faite sous une lampe a UV qui met en évidence la présence des
flavonoides. La confirmation de la présence des taches a été réaisée par I'gout de
permanganate de potassium (KMnO4) a 0.01M. Le permanganate de potassium provoque

le changement de la coul eur des taches obtenues [51].
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3.4/Extraction des flavonoides [22].

<59 de poudre>

Macération Pendant 24h

[ Ethanol /eau (70/30) ]

4/9/< Filtration

Résidu + éthanol/eau (70/30) 24h

\_/< Filtration

Résidu reprisdans 10ml du méthanol
(décantation24h)

Résidu + éthanol/eau (70/30) 24h

Filtration Q<
N/

Liqueur +10ml d’éther de pétrole _ ‘
JL Décantation

Phase organiaue +10ml d’acétate d’éthvle (3 fois)

Evaporation sous vide

Décantation ﬁ ition par CCM >

\/ Reprise dans 2ml de méthanol

Phase organique +10ml du butanol -2(3 fois)

Evaporation sous vide

| Décantation | i, I n par CCM>

Reprise dans 2 ml de méthanol

Fig.12 : Schéma des différentes étapes suivies lors de I’ extraction des

flavonoides.
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3.5/Extraction destanins[55].

@éﬂd végéd (feuilles)

20 ml d’ éthanol + 50 ml d’eau bouillante Filtration

Pendant 24h

Phase aqueuse

3fois ﬂ

100ml du chloroforme

!

Phase organique

Décantation (chlor ofor me)

Evaporation sousvide

Reprise avec 10 ml du méthanol ﬂ

| semewoon

Fig. 13 : Schéma des différentes étapes suivies lors de |'extraction des tanins.
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3.6/Analyse des flavonoides par Chromatographie sur Couche Mince
(CCM)

Par ses faibles contraintes techniques, son emploi simple et son colt modeste, |la
CCM est un outil de choix pour |I'analyse phytochimique de routine d’ extraits bruts, de
fractions, ainsi que de produits purs isolés.

Les flavonoides extraits ont été analyses par Chromatographie sur Couche Mince
dont la phase mobile choisie est un mélange d'acétate d éthyle, de méthanol et d’eau
(5v/2v/1v) [50].

La révéation est faite sous une lampe a UV qui met en évidence la présence des
flavonoides. La confirmation de la présence des flavonoides a été réalisee par I’ gjout de
chlorure d'aluminium (AICl3) a 2 % préparé dans le méthanol. Le chlorure d'aluminium

provoque le changement de la couleur des taches obtenues [22].

3.7/Analyse destaninspar Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Apres une serie d’essais réalisés dans le but d’ une recherche d’un éluant favorable
pour la séparation des différents composants des tanins de Marrubium vulgare, nous avons
opté pour chloroforme qui hous semble comme étant |e meilleur éuant.

L’ analyse est effectuée par dépbt de spots circulaires d’ environ 2 mm de diamétre
sur laplague de CCM apartir de la solution diluée (2 ml de |’ extrait obtenu dissout dans 10
ml de méthanol (CH3OH).

Comme pour les flavonoides, les rapports frontaux (Rf) ont été calculés apres

révélation des taches sous UV et par le chlorure d’ aluminium (AICl3) a2 % [22].
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3.8/Activité antibactérienne

Ce test est réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie a la Faculté des
Sciences Biologiques et Agronomiques, Département Biologie, Université Mouloud

Mammeri de Tizi Ouzou.

L’ activité antibactérienne de notre extrait agqueux (dont I’eau a é&é choisie comme
solvant par ce qu’il ne posséde pas une activité antibactérienne) qui a été déterminée par la

méthode de diffusion en milieu gélosé [52].

3.8.1/Souches bactériennes utilisées

Sept souches bactériennes ont été utilisé; ses souches issues des prélevements
(pus) de malades: Escherichia coli, Pseudomonas aerruginosa, Staphylococcus aureus,

Bacillus, Escherichiacoli ATCC, Staphylococcus aureus ATCC, KB (Bacille de Koch).
3.8.2/Milieux de cultures utilisées

Nous avons utilisé deux milieux de culture: Géose Nutritive, G8ose Mudler

Hinton.
3.8.3/M éthode de diffusion en milieu gélosé

3.8.3.1/Préparation del’inoculum bactérien

Les souches bactériennes ont été revivifiées dans une géose nutritive a 37 °C
pendant 24 heures .Nous avons effectué des dilutions de la suspension dans I'eau
physiologique stérile afin de standardiser I’inoculum, Ce dernier doit étre dilué de telle
facon que sa densité optique mesurée a 625 nm soit comprise entre 0.08-0.1. Cette densité
optique est mesurée a I’ aide d'un spectrophotometre. Puis des gouttelettes de suspension
bactérienne sont ensemencées en strie dans les boites de Pétri préalablement coulées de

gélose Muller Hinton.
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3.8.3.2/Protocole expérimental

Des disques de papier wattman imbibés dans I’ extrait a différentes concentrations,
ont été placés a la surface de gélose Muller Hinton seche, inoculée au préalable par 200 ul
de dilution de la suspension bactérienne. Aprés incubation a 37 °C pendant 24 heures, la

sensibilité a éé évaluée en mesurant le diametre d’ inhibition [52].
L’ activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a |I’aide d'une régle le

diamétre de la zone d'inhibition de différentes concentrations de I’ extrait aux tours des
disques.
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Chapitre IV : Résultats et discussion

1 /Résultats

1.1 /Taux d’humidité dela plante

TH =77.7%

Le taux d humidité évalué pour les feuilles de Marrubium vulgare est de 77.77%.
Ceci signifie que plus de la moitié du poids de la plante que nous avons utilisé est

constituée d’ eau. Le résultat est représenté sur la (Fig.16).

Fig.14 : Teneur en eau et en matiere seche du Marrubium vulgare.

1.2 /Rendement

Le rendement des extraits étudier (aqueux, méthanolique, éthanolique) a été
déterminé par rapport a 5 g du matériel végétal sec (feuilles). Les résultats obtenus sont

représentés dans |e Tableau Ne3.

Tableau Ne 3: Rendements des extraits bruts des feuilles de Marrubium vulgare.

Extrait brut Poids de I’ extrait (g) Rendement de I’ extrait (%)
Extrait aqueux 0.944 18.88
Extrait méthanolique 0.808 16.16
Extrait é&hanolique 0.761 15.22
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Les taux de polyphénols totaux enregistrés dans les extraits éthanolique,
méthanolique et aqueux, de I'espece Marrubuim vulgare étudiée sont résumés dans la
(Fig.15).

y 1
ﬁ h

Extrait aqueux Extrait Extrait éthanolique
méthanolique

Fig.15 : Rendement d’ extraction.

D’ apres ces résultats on constate clairement que le taux de polyphénols estimés
varie proportionnellement en fonction de la polarité des solvants d’ extraction. En effet,
I’extrait aqueux a présenté le taux le plus élevé avec une vaeur de 18.88% suivie par
I’extrait méthanolique 16.16%. Alors que la teneur la plus faible est enregistrée pour
I’ extrait éhanoliques avec une valeur de 15.22%. En accord avec ces résultats, plusieurs
travaux affirment que les polyphénols sont plus solubles dans les solvants polaires que

dans ceux apolaires [22].

D’une maniere générale, les teneurs en extraits secs varient en fonction des
parametres de I’ extraction solide-liquide des polyphénols, le solvant d extraction, la taille
des particules et e coefficient de diffusion du solvant. En plus de ces aspects quantitatifs,
guelque soit la méthode d'extraction appliquée, elle doit tenir compte de la qualité

d extrait, autrement dit de la bioactivité de ses principes actifs [22].

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 |’ extrait tout
en préservant la bioactivité de ses constituants. De méme, le déroulement de cette
extraction a température ambiante ains que |’ épuisement du solvant a pression réduite
permet d obtenir le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou
modification probable dues aux températures élevées utilistes dans d autres méthodes
d extraction [22].
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1.3/Résultats de screening phytochimique

Les tests phytochimiques sont réalisés sur les extraits de la partie aérienne [22, 23]

de Marrubium vulgare, préparés dans différents solvants (eau, méthanol et éthanol) par

Le mode de préparation (maceération) par des techniques de caractérisation qualitatives.

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau Ne 4.

Tableau Ne 4 : Résultats de screening phytochimique.

L estests phytochimiques

Partie aérienne Marrubium vulgare

M étabolites secondaires | Réactifs Extrait Extrait Extrait
aqueux méthanoliqu | éhanoliqu
e e
Flavonoides Mg™ +++ ++ +
Tanins FeCls +++ ++ +
Stérolset triterpenes Réaction de lieberman - - -
et Burchardt
Stéroides Anhydride acétique
+ + + +
H2S0O4
Amidon NaCl - - -
Saponosides Test de mousse + + +
Anthocyanes H2S04
+ - - -
NH4OH
Glycosides cardiaques Chloroforme
+ - - -
H2SO4
Terpenoides Test de Slakowski + + +
Mayer - - -
Alcaloides
Wagner - - -

Les résultats obtenus ont été évalués comme suit : +++ : Fortement positif ; ++ :

Moyennement positif ; + : Faiblement Positif ; - : Négatif.
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Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
quelques métabolites secondaire au niveau des feuilles de la plante éudiée (Marrubium
vulgare). La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilité des

constituants, des réactions de précipitation ou un changement de couleur.

ngk".hﬂuiki 11 s
A

L’ extrait aqueux

Fig.16 : Résultats du screening phytochimique

Les résultats obtenus des tests phytochimiques, des différentes préparations de la
partie aérienne du M. vulgare (Fig.16) , ont révélé la richesse de cette plante en tanins,
flavonoides, terpénoides ,stéroides et  saponines dans les différentes préparations
aqueuses, éthanolique et méthanolique .

Par contre, les tests des acaloides, d’amidon, des glycosides cardiagues et des
anthocyanes sont marqués négatifs dans | es différents extraits.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapporter dans la littérature par les travaux
de Djahra, 2010 et Ashkennazy, 1983 [22, 23].
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1. 4/Résultats de dosage quantitatif

1.4.1/Dosage des polyphénols

Les teneurs en composés phénoliques obtenus a partir des extraits bruts
méthanolique, éhanoliques, et agueux ont été estimées grace a une courbe d’ étalonnage.
Le dosage a été effectué par la méthode spectrophotométrique adaptée avec le réactif de
Folin-Ciocalteu, réalisée avec un extrait de référence, |'acide gallique a différentes

concentrations [22].

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent en acide gallique par gramme
d extrait (mg EAG/g d’ extrait) en utilisant I’ équation de larégression linéaire de la courbe
d étalonnage y=0.007x+0.070 établie avec un coefficient de corrélation R? = 0,996
(Fig.17).

1,6

y-=0,0072x+ 0,0702/’
RZ=0,9964

1,4

1,2

& Abs

Absorbances

——Linéaire (Abs)

0,2
O { T T T T 1

0 50 100 150 200 250

Concentrations en pug/ml

Fig. 17: Courbe d’ étalonnage de I’ acide gallique pour |le dosage des phénols

totaux

Les teneurs en composes phénoliques totaux des différents extraits des feuilles de

Marrubium vulgare sont enregistrées dans le tableau Ne 5.
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TableauNe 5: Teneur en composés phénoliques totaux des extraits bruts
méthanolique, éthanolique, et aqueux des feuilles de Marrubium vulgare L.

Teneur en composés
Absorbance phénoliques
(mg EAG/g d extrait)
Extrait agueux 0.311 8.69
Extrait méthanolique 0.171 3.24
Extrait éthanolique 0.081 2.26

1.5/Analyse des polyphénols totaux par la chromatographie sur couche
mince (CCM).

L'analyse par chromatographie sur couche mince des trois extraits (agueux,
méthanolique, éthanolique) sont effectuées sous une lampe a UV. La phase mobile qui est
congtituée de dichlorométhane, a permis davoir une trés bonne séparation
chromatographique et une visibilité acceptable des taches. Les taches et les fluorescences
observées nous informent, apres révélation des chromatogrammes avec KMnOs sur la
présence des polyphénols totaux [22].

Les résultats obtenus sont résumés dans |e Tableau Ne 6.

Aqueux | Ethanoliaue | Méthanolique m

® = B

Fig.18 : Résultats dela CCM des polyphénols totaux.
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Tableau Ne 6 : Rapports frontaux et couleurs des taches avant et aprés gjout

du permanganate de potassium.

Couleur
Taches Rapports frontauix
(Rr) Avant gout de KMnO4 | Apres gout de KMNnO4

Extrait Tachel 0.34 Verte Brune
agueux

Tachel 0.44 Jaune Brune
Extrait
éthanolique Tache 2 0.66 Jaune verte Brune

Tachel 0.24 Verte Brune
Extrait Tache? 0.46 Jaune Brune
méthanolique

Tache3 0.70 Jaune verte Brune

L’analyse par Chromatographie sur Couche Mince (CCM) des extraits aqueux,
éthanoligue et méthanolique a donnés de différentes taches. L’ extrait aqueux posseéde une
seule tache de couleur verte a un rapport frontal de 0.34 et que I’ extrait éthanolique a
décelé deux taches de couleur jaune, jaune verte ayant les rapports frontaux 0.44 ; 0.66 et
pour |’ extrait méthanolique on a observé trois taches de couleur verte, jaune et jaune verte
de rapports frontaux 0.24 ; 0.46 et 0.70.

L’ action du permanganate de potassium (KMnOy) sur les taches obtenues a révélé

une couleur brune, Cette couleur indique la présence de polyphénols totaux [22].

1.6 /Teneur en flavonoides

Le rendement des flavonoides dans la fraction d’ acétate d’ éthyle eau niveau des
feuilles correspond a un pourcentage égal a 1.7 % et dans la fraction butanolique a 5.19
% (Fig.19).
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6,00%
5,00%
4,00%
3,00%
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0,00%

@ FA: fraction acétate
d'éthyle

M FB: fraction butanolique

Fig.19 : Rendement en flavonoides des feuilles de Marrubium vulgare.

Les flavonoides constituent le groupe le plus hétérogene des composés phénoliques
répartis dans différentes classes, L’ utilisation de solvants a polarités différentes permet de
seéparer les composeés contenus dans les feuilles par leur degré de solubilité dans le solvant
d’extraction et donc permet de séparer ses flavonoides selon leur degré de glycosylation
(flavonoides aglycones, mono, di et triglycosylés) [23].

Les résultats, chez le Marrubium vulgare, indiquent que lateneur la plus élevée
est danslafraction butanolique que dans la fraction d’ acétate d éthyle; d’ou on conclue
gue le butanol est le solvant le plus adapté a |’ extraction des flavonoides, ces résultats sont

en rapport avec ceux obtenus dans I’ é&ude du Marrubium vulgare de la région d El Taref
[22].

1.7/Teneur en tanins:

Le rendement des tanins au niveau de la drogue des feuilles est exprimé en
pourcentage. Le chiffre calculé semble élevé, il est de I'ordre 9.12 %. L’espece de

Marrubium vulgare éudiée renferme en plus des flavonoides, des quantités assez
importantes en tanins.
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Composés

Teneur en tanins
9.12%

PV

réstants 90.88%

Fig.20: Rendement en tanins des feuilles de Marrubium Vulgare

1.8/Chromatographie sur couche mince des flavonoides :

L’anayse par chromatographie sur

couche mince et |I'observation des

chromatogrammes de |’ extrait flavonoique sont effectuées sous une lampe a UV. Le
systeme de migration constitué d' Acétate d’ éthyle, de méthanol et d eau (5V/2V/1V), a

permis d avoir une visibilité acceptable des taches. Les taches et les fluorescences

observées nous informent, apres révélation avec AlCls, sur la présence des flavonoides

[22]. Lesrésultats obtenus sont résumés dans le Tableau Ne 7.

Tableau Ne 7: Rapports frontaux et couleur des taches avant et apres agjout du

chlorure d’aluminium AICl; pour les flavonoides.

Tache Rapports frontaux (Ry) Couleur
Avant gjout d'AlCl3 | Aprésagout d'AlCl3
Ac,étate Tache 1l 0.59 Brune Jaune
dethyle Tache 2 0.66 Brune Ocre
Tache 3 0.94 Brune Jaune
Tache 1l 0.29 Brune Jaune
Butanol Tache 2 0.69 Brune Jaune
Tache 3 0.89 Brune Jaune
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L’analyse par Chromatographie sur Couche Mince (CCM) de I'extrait d acétate
d’éthyle a décelé trois taches de couleur brune ayant pour les rapports frontaux 0.59 ;
0.66 et 0.94, et que I'extrait butanolique a décelé aussi trois taches de la méme couleur
ayant les rapports frontaux 0.29 ; 0.69 et 0.89.

L’action du chlorure d’auminium (AICl3) sur les taches obtenues a réveéle deux
couleurs différentes (jaune et ocre), ces colorations sont due a la formation d'un complexe
entre le chlorure daluminium et les atomes d'oxygéene présents sur les carbones des
flavonoides. Ces résultats affirment I’ existence des flavonoides dans les phases exprimant

des taches jaunes et ocre [22].

Acétate d’éthyle

Fig.21 : Reésultats de la CCM pour les flavonoides

1.9/Chromatographie sur couche mince destanins:
Les taches obtenues sont au nombre de trois avec des rapports frontaux
0,26 ; 0.61 et 0,94, toutes de couleur brune (Tableau Ne 8).
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Tableau Ne 8 : Rapports frontaux et couleur des taches avant et aprés gjout
du chlorure d’ aluminium AICI; pour lestanins.

Taches Rapports frontaux (Rr) Couleur

Avant gjout d’AICI3 | Apresajout d'AlCls
Tache 1l 0.26 Brune Jaune pale
Tache 2 0.61 Brune Verte
Tache 3 0.94 Brune Verte

L’gjout du réactif de chlorure d’ Aluminium AlCls a provogqué une modification de

la couleur des taches (Fig. 22). Les couleurs ont viré du brun au jaune ple et vert. Ces

différentes couleurs obtenues confirment la nature des mol écul es tanniques.

1.10/Résultats des tests microbiologiques

» Pouvoir antimicrobien des extraits

Fig.22 : Résultats dela CCM pour lestanins

Beaucoup de travaux ont été menés sur le pouvoir antibactérien des produits

naturels extraits des plantes. Lors de cette éude, nous avons testé I'action de I’ extrait

aqueux des feuilles de I'espéce Marrubium Vulgare vis-avis de quelques souches

bactériennes.
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L’échelle d’'estimation de |'activité antibactérienne a classé le diamétre des zones

d’inhibition D de la croissance bactérienne comme suit [53] :

e Non sensible(-) : D <8 mm
e Sensible (+):9< D <14 mm
e Tres sensible (++) :15 <D <19 mm

e Extrément sensible (+++) : D >20 mm

» Pouvoir antibactérien des extraits

Aprés 24 heures d'incubation a 37°C, les zones d'inhibition observées autour des

disgues imprégnes dans |’extrait aqueux a différentes concentrations, ont été mesurées.
(Fig. 23).

Fig. 23: Zones d’inhibition de |’ extrait aqueux des feuilles de Marrubuim

Vulgare a différentes concentrations.

Les résultats obtenus sont représentés dans e tableau Ne 9
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Tableau Ne 9 : Valeurs des diamétres moyens de la zone d’inhibition de différentes
concentrations de I’extrait agueux de Marrubium Vulgare vis a vis de quelques souches

bactériennes.

D (mm)

Souches

bactérienne

Différents concentrations de I’ extrait aqueux

(mg/ml)

testées C1=56.2 Co=11.2 Cs=22 Cs=0.44

Escherichia 10 8.8 6 0
Coli

Escherichia 9.1 0 0 0
Coli ATCC

STaphylococcus 0 0 0 0

aureus

ST ATCC 6 2 0 0

Pseudomonas 0 0 0 0

aeruginosa

KB

Bacillus 0

Les résultats obtenus montrent que pour une concentration C; (56.2 mg/ml),
I’extrait aqueux de Marrubium Vulgare présente une faible activité sur Escherichia Coli et
Escherichia Coli ATCC et aucune activité contre Staphylococcus ATCC, Bacille de Koch

(KB), Pseudomonas aeruginosa ,Bacillus et ST aphylococcus aureus.

Ceci nous ramene a conclure que l'activité antibactérienne dépend de la

concentration de I'extrait ainsi que du type des bactéries ciblées [54].

Certains auteurs avancent que plusieurs paramétres peuvent influencer la
détermination de I’ activité antibactérienne comme : le type des micro-organismes ciblés, la
méthode d’ évaluation de I’ activité, la concentration, le type de I’ extrait et particulierement
la nature et la structure moléculaire des molécules bioactives des métabolites secondaires
[55].
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Conclusion générale

Notre travail a porté sur I’éude phytochimique des feuilles du marrube blanc

Marrubium vulgare, récoltée danslarégion de Draa Ben Khedda, wilaya de TiziOuzou.

L’ éude phytochimique des feuilles du Marrube blanc (Marrubium vulgare) a
permet d obtenir un rendement d’ extraction avec des solvants de polarité différente (eau,
méthanol, éhanol) de I’ ordre de 18.88% ; 16.16% et 15.22% respectivement. En accord
avec ces résultats, plusieurs travaux affirment que les polyphénols sont plus solubles dans
les solvants polaires que dans ceux apolaires.

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les différents extraits (aqueux,
éthanolique et méthanolique) ont prouvé la richesse des feuilles du M. vulgare en tanins,

flavonoides, terpénoides ,stéroides et saponines.

Le dosage des polyphénols totaux de |’ espéce Marrubiumvulgarepar le réactif de
FolinCiocallteu a révélé que |’extrait aqueux contient la plus grande teneur de I’ ordre de
8.69 (mg EAG/g d extrait).

L’ extraction des flavonoides et des tanins nous améne a dire que les feuilles de
I’espece Marrubium vulgare éudiée renferment en plus des flavonoides, des quantités
assez importantes de tanins de I'ordre de 9.12 %.

La présence de ces composés a été confirmée par la méthodede Chromatographie

sur Couche Mince (CCM) réalisée sur les différents extraits.

L'éude de l'activité antibactérienne de [I'extrait agueux des feuilles de
MarrubiumVulgare vis a vis de différentes souches bactériennes, a montré que ce dernier
présente une faible activité contre Escherichia Coli et Escherichia Coli ATCC et ceci pour
une concentration, de 56.2 mg/ ml. En outre, aucune activité vis a vis de Staphylococcus
aureus ATCC, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus, ST aphylococcusaureuset et Bacille de

Koch n'a été observée.

On conclu que le marrube blanc est 1a source de certaines matieres premiéres pour
I"industrie pharmaceutique et cosmétigue, on vue de ces métabolites identifier utilisé pour

traiter plusieurs maladies.
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Conclusion générale

Cette étude n’est qu’ une ébauche d'un travail qu’il faut poursuivre, éendre et
approfondir afin de connaitre tous les biens faits que cette plante peut nous apporter. Et
d étudie son activité anti-oxydante et anti-inflammatoire ; et refaire |’ activité

antibactérienne pour les extraits a concentration plus élevées et aussi pour les extraits des
flavonoides et des tanins.
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L exique dester mes botaniques

Akeéne: Fruit sec ne comportant qu’ une seule graine et qui, parvenu a maturité, ne s ouvre
pas spontanément ; on parle de diakéne, quand le fruit contient deux graines, de tétrakéne

quand il contient quatre. Fruit sec indéhiscent contenant une graine libre. .

Androcée: Est I|'appareil reproducteur mdle de lafleur, c'est-adire ['ensemble

des étamines.

Aromathérapie: Thérapeutique par ingestion, massage du corps ou inhaation d'huiles
essentielles végétales ou d'essences aromatiques. (L'aromathérapie est une branche de la
phytothérapie, traitement des maladies par des produits dérivés des plantes).

Bractée: Est unepiéce floraleen forme defeuillefaisant partie de I'inflorescence.

L'ensembl e des bractées sappelle involucre.

Calice: Verticille externe ou unique de la fleur, formé de pieces le plus souvent vertes

(sépales) et assurant la protection des autres verticilles dans |e bouton floral .
Cotonneuses : Recouvert de duvet : Une péche ala peau cotonneuse.
Crochu : Recourbé en forme de crochet : Bec crochu.

Corolle : Ensemble des pétales d'une fleur.

Diter péne labdane furanique : Sont des substances d'origine organique en Cy (20 atomes

de carbone) de lafamille des terpenes. Ils sont constitués de quatre unités d'isoprene.

Duveteux : Qui a beaucoup de duvet . Poils fins et trés courts, d'apparence cotonneuse, qui

poussent sur certains végetaux.

Ecorces: L'écorceest le revétement extérieur dutronc, des branches et

des racines des arbres, et plus généralement des plantes ligneuses.

Espece nitrophile : Se dit d'une plante qui pousse sur les sols les plus riches en nitrates.
Etamine : Organe male de la fleur produisant e pollen, composé d'une partie alongée le
filet et d’ une partie supérieur renflé (I’ anthére).

Feuillue : Qui abeaucoup de feuilles.



Feutré: Garni defeutre, peu bruyant.

Glomérules: Inflorescence contractée, ayant la structure d'une cyme mais dont les axes

sont trés courts.
Herbacé: Végétal qui alatexture d’une herbe.

Latex : Lelatex est une substance liquide, a consistance plus ou moins épaisse, produite

par certaines plantes ou par certains champignons (dont les lactaires).

Ligneuse: Se dit d'une plante contenant suffisamment de faisceaux lignifiés pour que ses

tiges soient résistantes.

Limbe: Partie principale, dargie et étalée, généralement riche en chlorophylle, de la

feuille.

Meéellifére: Se dit dune plante dont e nectar est récolté par les abeilles pour élaborer le
miel.

Pétiolées : Sedit desfeuilles qui sont portées sur un pétiole.
Phytothérapie : Traitement ou prévention des maladies par |'usage des plantes.

Plantes vasculaires: Sont pourvues de vaisseaux par lesquels circule I'eau puisée par les
racines. Cette circulation de I'eau, combinée a la structure de la paroi cellulaire, permettent

aux plantes vasculaires d'atteindre de grandes dimensions.

Poils glanduleux : Poils terminés par une petite glande, comme dans la pul pe des oranges

et des citrons.

Rhizome: Tige souterraine vivace, généralement a peu prés horizontale, émettant chague

année des racines et des tiges aériennes.

Robuste: Se dit des végétaux qui supportent les conditions rigoureuses du climat ou du
milieu.

Tomenteuse : Qui al'aspect du duvet.

Vacuole: Lavacuoleest un organite présent dans la cellule végétale. Les pollens, les

cellules fongiques. De rares auteurs parlent de vacuoles dans les cellules animales mais le

terme de vésicule est plus approprié.



Végétaux supérieurs: Végétaux d une organisation complexe, généralement pourvus de
racines, tiges, feuilles et contenant de la chlorophylle.

Vivace: Se dit d'une plante dont la période de végétation sétend sur plusieurs années.



L exique des ter mes médicaux

Anti carcinogéne : Un carcinogéene est un agent capable de provoquer le cancer

Anti-agrégation plaquettaire: Un antiagrégant plaguettaire, ou antiagrégant, est un

medicament qui diminue |'agrégation plaquettaire et inhibe laformation du thrombus

Antifongique: Médicament utilisé dans le traitement des mycoses (infections par des

champignons microscopiques).

Anti-cedémateuse: Un ccdéme se définit par le gonflement d'un tissu ou d'un organe
secondaire a I'accumulation de liquide, essentiellement de I'eau. Il survient surtout au
niveau des membres inférieurs (jambes). Les médicaments anti-oedémateux sont indiqués
dans le traitement des cedémes

Antispasmodique: Les antispasmodiques sont des médicaments qui aident & traiter les
spasmes musculaires. 1l sagit de camer ou de neutraliser des contractions involontaires

des muscles.

Antitumoral : Un médicament antitumoral est un médicament qui possede des propriétés

anti cancéreuses.

Antivenimeuse : Substance qui combat I'effet toxique des venins (liquides injectés par

piqUlre ou morsure par certains animaux).

Astringente: L'astringenceest une propriété de certaines substances de produire une
crispation des mugueuses .Se dit d'une substance qui resserre et asseche les tissus, et peut
faciliter leur cicatrisation.

Cytotoxique: Lacytotoxicitéest la propriété d'un agent chimique ou biologique a

étre toxique pour les cellules, éventuellement jusqu'ales détruire.

Diurétique: En médecine, lesdiurétiquessont surtout utilisés pour augmenter
I'élimination du sodium et de I'eau par le rein. La propriété d'augmenter. Ils exercent cet

effet par une inhibition de la réabsorption rénale du sodium.

Expectorante : Un expectorant est un médicament qui facilite I'expectoration, c'est-a-dire

le rejet des produits formés dans les voies respiratoires (crachats).



Hypoglycémiant : Les hypoglycémiants sont des produits diminuant la glycémie
(concentration de sucre sanguin). Il existe des hypoglycémiants naturels comme |le nopal

(plante meédicinae).

Hypolipidémiant : Un hypolipidémiant est un médicament qui fait baisser le taux de
graisse dans le sang, le cholestérol et les triglycérides essentiellement. Synonyme :

hypolipémiant. Lestriglycérides : graisses circulant dans le sang.

Immunostimulante: Se dit d'un produit ou dun procédé qui stimule les défenses

immunitaires (vaccin, par exemple).

Mutageénes: Agent susceptible de provoquer des mutations de I'ADN (étape initiale de la
cancérogenése) a condition que cette mutation porte sur des genes impliqués dans le
processus de cancérogenese. Les agents dits cancérogénes directs sont

€galement mutagenes.
Ophtalmie: Inflammation de I’ ceil.
Otite: Inflammation de I’ oreille.

Stimulant : Un stimulant est une substance qui augmente |'activité du systéme nerveux

sympathique facilitant ou améliorant certaines fonctions de I'organisme.

Tanner la peau : Préparer les peaux avec du tan ou diverses substances tannantes pour les
rendre imputrescibles et en faire du cuir. Donner un aspect brun hdlé alapeau : Le soleil et

I'air marin lui ont tanné le visage.

Tonique: Sedit d'un médicament qui reconstitue les forces vitales de I'organisme ou d'une

fonction.

Vasodilatatrice: Les vasodilatateurs sont des médicaments qui permettent de dilater les
vaissealx sanguins (veines et arteres), en relachant les muscles lisses de leurs parois. Ils
sont notamment indiqués en cas d'hypertension artérielle (HTA) ou dinsuffisance

cardiague.

Vasoreaxant : Diminution du tonus de la paroi musculaire des artéres.






Annexes

Annexel : Réactifsde caractérisation

Réactif d’amidon : La préparation du réactif d’amidon s effectue comme suit :

e Dissoudre 1,2 g d'iode (I2) dans 50ml d’'eau distillée contenant 2,5gd’iodure de
potassium (K1)
e Chauffer pendant 5 minutes

e Diluer jusqu’a250ml ou 500 ml.
Réactif de Wagner : Ce réactif a é&é préparé comme suit :

e Dissoudre 2g de Kl et 1,27g I> dans 75ml d’ eau distillée

e Ajuster levolumetotal a 100ml d’eau distillée.
Réactif de Mayer :Lapréparation de ce réactif s effectue comme suit :

e Dissoudre 1,358g de HgCl, dans 60ml d’ eau distillée
e Dissoudre 5g de KI dans 10ml d’ eau distillée. Méanger les deux solutions

e Ajuster levolumetotal a 100ml d’ eau distillée.
Solution de FeClza 1% : Cette solution a été préparée comme suit :

e Dissoudre 1g de FeClz dans 99 ml d'eau distillée.

Annexe2:
Acide gallique (0 a 200 pg/ml)

Dissoudre 200 pg d’acide gallique dans 100 ml d’eau distillée (solution mére), des

solutions a différents concentrations ont été préparées a partir de la solution mere.

[C] pg/ml 200 40 8 1.6 0.32 0.064
Absorbance
a 1.514 0.339 0.160 0.130 0.046 0.034
765 nm




Annexe 3: Listedes appareils utilisés

1. Bain-marie d'eau distillée

2. Thermostat

3. Ballon contenant le solvant a extraire
4. Conduit de vapeur

5. Bouton pour le réglage de la vitesse de
rotation du ballon

6. Réfrigérant

7. Entrée et sortie d'eau du réfrigérant
8. Connexion a la trompe a eau : notice
frompe a eau

9. Ballon récepteur du solvant extrait
10.Robinet de mise sous vide

Rota vapeur

Spectrophotomeétre UV-VIS(ZUZI)




Annexe4:

1. Géose nutritive: La gélose nutritive ou gélose nutritive ordinaire (GNO) ou encore

gélose ordinaire est un milieu d'isolement non-sélectif.

e Composition :

Extrait de viande 10g
Extrait delevure 250
Peptone 5.0¢g
Chlorure de Sodium 509
Agar 1504
PH 7.0

e Préparation :

Mettre 28 g de poudre en suspension dans un litre d’ eau purifiée, bien mélanger. Chauffer

min.

,,,,,

2.Géose Muéller-Hinton : Cest un milieu destiné & la rédisation d’ antibiogramme

par diffusion.

e Composition :

Peptones de viande (Bovin) 2g
Peptone de caséine (Bovin) 175¢g
Fécule de pomme de terre (Amidon) 15¢g

lon Ca** 45 a 75 mg/I
lon Mg** 20 a 35 mg/I
Agar 17 g




e Principe:

Sa faible teneur en thymine-thymdine ( éement inhbiteur de I’ activité des sulfamides)
diminue les phénoméne de repousse autour des disques et permet une meilleure

détermination des diamétres d’inhibitions.

e Préparation :
Mettre 38 g de poudre en suspension dans un litre d' eau purifiée, bien mélanger
.Chauffer sous agitation et laisser bouiller pendant 1 min. Autoclaver a 118 °C
pendant 15 min.

3. Eau physiologique:

Dissoudre 9 g de chlorure de sodium NaCl dans 1 litre d'eau distillée. Bien agiter.

Autoclaver a118°C pendant 24 heures.
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