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Introduction

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal recours de la médecine de nos grands-parents, malgré 1I’important développement de
I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de
maladies souvent mortelles. Environ 80% de la population mondiale profite des apports de la
médecine traditionnelle a base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos
ancétres (El- Rhaffari et Zaid, 2004).

Les plantes renferment une part importante des composés qui interviennent dans
I'ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans l'organisme, appelées
métabolites secondaires. Ils sont mis a profit en thérapie comme anti-inflammatoires, inhibiteurs
enzymatiques, antioxydants, antibactériens, anticancéreux, antifongiques, diurétiques...etc.
(Hartmann, 2007).

Les métabolites secondaires dépassent actuellement 200000 substances identifiées, et
classées selon leurs structures chimiques et leurs origines de biosynthése en composés
phénoliques, les terpénes et les alcaloides (Ramawat et Merillon, 2008).

Parmi les plus importants en termes de nombre de structures connus sont les composés
phénoliques appelés aussi des polyphénols. Ils constituent une famille de molécules tres largement
répandues dans le régne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racinesjusqu’aux fruits.
Les polyphénols n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de

I’organisme végétal, comme la croissance, ou la reproduction (Yusuf, 2006).

L’ Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore singulierement
riche et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15% endémique et appartenant a

plusieurs familles botaniques (Gaussen, 1982).

Vu les innombrables effets secondaire des produits chimique et, la multi résistance des
souches bactériennes vis-a-vis de plusieurs antibiotiques nous avons réalisé une étude qui est
I’extraction des polyphénols totaux, des flavonoides, des anthocyanes, des c-glycosides, et
des aglycones de la plante: Marrubium vulgare poussée a I'état spontané dans la région de
Bouzeguene, wilaya de Tizi-Ouzou, et nous avons évalué leurs activité antibactérienne et

antioxydante.
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Introduction

Afin d'atteindre nos objectifs, nous avons suivi une démarche scindée en trois parties:

La partie bibliographique qui présente des généralités sur Marrubium vulgare et les
métabolites secondaires.

La deuxiéme partie est consacrée a la partie expérimentale qui comporte:
détermination de la concentration en composés phénoliques totaux.

extraction de: flavonoides, c-glycosides, aglycones et des anthocyanes.

évaluation de I'activité antioxydante des composés phénoliques totaux.

évaluation de l'activité antimicrobienne des différents extraits de la partie aérienne de
la plante étudiée.

La troisieme partie présente les résultats expérimentaux, interprétation et discussion

des résultats.
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Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

Les plantes médicinales sont des plantes dont au moins une partie possede des

propriétés thérapeutiques (Omar et Mohammed, 1993).

Elles sont impliquées dans différents secteurs sous formes de principes actifs, des
huiles, des extraits, des solutions aqueuses ou organiques ou méme telles qu'elles sont
(Ahmed, 1995). Elle contient, au niveau de ses organes, un ou plusieurs principes actifs
utilisables a des fins thérapeutiques. En fait il s'agit d'une plante qui est utilisée pour prévenir,
soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au
moins une partie possede des propriétés thérapeutiques (Farnsworth et al., 1986).

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

I'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Elgaj et al.,2007).
I.1. Présentation de la plante

Marrubium vulgare ou marrube blanc est une espéce trés répandue dans le bassin

méditerranéen et utilisé pour ses vertus thérapeutiques (figure 1) (Djahraet al., 2013).

Figure 1: Mrrubium Vulgare (anonyme 1)
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Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

I.2. Le nom vernaculaire
En Algérie : En arabe elle est connue par le nom Marrioua (Quezel et Santa, 1963)
En kabyle par le nom de Marrnouyeth.
Au Maroc : ¢’est Merriw (Novak et al, 1966),
En Tunis : Marroubia (Bellakhdar, 1997),
En francais : Marrube blanc

En Anglais : Harehound, En Italien : Marrubbio (Quezel et Santa, 1962, 1963).
1.3.  Systématique

in Judd et al.(2002), la position systématique de 1’espéce Marrubium vulgare est

comme suit :

Regne : Végétale

Sous régne : Plantes vasculaires
Embranchement : Angiosperme
Classe: Eudicots

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Marrubium

Espéce : vulgare

I.4.  Description botanique

Le marrube blanc est une plante herbacée vivace pouvant atteindre 80 cm de hauteur, a
tige quadrangulaire cotonneuse. Les feuilles pétiolées, ovales ou arrondies, a limbe crénelé sur
les bords, sont blanchatres et duveteuses sur la face inférieure. Les fleurs petites, blanches,

avec un calice a dents crochues sont groupées en verticilles globuleux a 1’aisselle des feuilles.
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Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

Le fruit est un tétra-akene. Toute la plante dégage une odeur forte, sa saveur est acre et amere
(figure 2) (Aouadhi, 2010).

Marrubium vulgare

Figure 2 : Morphologie des fleures et fruits de M.vulgare (anonyme 2)

Le genre Marrubium est muni d’un calice a 10 dents, dont les 5 commissurales plus
courtes, toutes terminées en pointe épineuse. C’est une plante hérbacée a tiges et face
inférieure des feuilles blanches tomenteuses. Les inflorescences sont en glomérules verticillés.

Les bractées sont linéaires aigues. Les fleurs sont blanches (figure 2).

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

alyssoidePomelet Marrubium deserti de Noé (Quezel et Santa, 1963).
I.5. Répartition géographique

Le genre Marrubium comporte quelques 40 espéces, répandues principalement le long
de la méditerranée, les zones temperées du continent eurasien et quelques pays d’Amérique
Latine (Rigano, 2006, Meyre, 2005).

Elle pousse dans toute I’Afrique du Nord et est commune dans toute 1’Algérie et
presque dans toute I’Europe, au centre et au Sud-ouest de 1I’Asie et aux Canaries (Bonnier,
1990).
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Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

1.6.Utilisations du marrube blanc

1.6.1. En cosmétique

La plante est utilisée en cosmétologie traditionnelle pour sa richesse en saponines, la
décoction, en ringage sur les cheveux, les embellis et les cataplasmes de la plante opposés sur
les taches de rousseur et les éclaircit ( Belakhdar, 1997; Ait youcef ,2006)

1.6.2. En médecine

e Action contre la fieévre

De nos jours les recherches sur son action contre la fiévre typhoide ont montrées que la
plante avait le pouvoir de faire baisser la fievre tout en améliorant 1’état général et en abrégeant la
maladie. La présence d’une substance antibiotique est possible (Lieutaghi, 1996). La plante
hachée est couramment utilisee en cataplasme sur le front et les tempes contre la fiévre
(Belakhdar, 1997). De plus I’infusion chaude aide a faire baisser la fievre (Bremness, 2005).

e Action contre ’arythmie

Certains constituants du marrube ont une action régulatrice sur les muscles cardiaques.
La plante est ainsi un trés bon remeéde de I’arythmie (extrasystolique) qui, par son usage, cede
toujours de facon plus ou moins rapide et plus ou moins compléte (Lieutaghi, 1996;
Bremness, 2005).

e Action contre la bronchite

Les vertus du marrube sont les plus intéressantes en pratique courante et ce sont elles
qui méritent ici le plus de place. Depuis un temps immémorial, on prescrit cette plante dans
les affections des voies respiratoires et les praticiens contemporains ont rendu justice aux
vieux expérimentateurs dont le champ était souvent le seul laboratoire. Dans la bronchite et la
trachéite (Lieutaghi, 2004).

e Action contre la toux rebelle et I’asthme humide

Le marrube donne d’excellent résultats pour le traitement de la toux rebelle, I’asthme
humide et, comme expectorant, dans la tuberculose pulmonaire (ou il intervient aussi comme
tonique). Il a, des effets fluidifiants et antiseptiques sur les secrétions bronchiques, et il facilite
leur évacuation (Lieutaghi, 2004). En plus les feuilles du marrube blanc sont utilisées comme

des toniques expectorants et antiseptiques pour la toux (Bremness, 2005; Dominique, 2007).
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Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

Ainsi que les feuilles de marrube séchées et cuite en eau avec la graine, se donne en

forme de sirop avec du miel aux asthmatiques (Lacoste, 2006).
e Action contre la Malaria
Le marrube blanc est proposeé aussi contre la malaria (Bremness, 2005).
e Action contre les maux des dents

Selon Blakhdar (1997), Dans le Jbel Bouiblane (Marroc), le marrube est maché contre

les maux de dents.
e Action contre les ophtalmies et les otites

Selon Belakhdar (1997), on instille dans les yeux et les oreilles, des gouttes de la

décoction contre les ophtalmies et les otites.
e Action contre les Iésions et les blessures

Selon Cocchini et Ticli (2008), Cette plante est aussi un adjuvant de la cicatrisation
des lésions, les Navajo donnaient aux meres une décoction des racines avant et apres

I’accouchement (Bremness, 2005).
e Action antioxydante

Le marrube est I’'une des plantes dont le pouvoir antioxydant est le plus marqué vis-a-

vis de la peroxydation lipidique (Rombi et Dominique, 2007).
1.7. Formes d’utilisations et posologies

Selon Raynaud (2007), La quantité par jour correspond a 4.5g de drogue. La duré du

traitement est en moyenne de 2 semaines.

- Les tisanes: (3 tasses par jour, matin, midi et soir avant les repas) sont préparées a
partird’une infusion de 1,5g de drogue dans 150 ml d’eau bouillante pendant 10
minutes.

- Les cataplasmes : 7.5 ml 3 fois par jour, matin, midi et soir avant les repas.

- Poudre totale cryobroyée : 1 gélule, matin, midi et soir avant les repas. Possible de

prendre jusqu’a 5 gélules par jour.
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Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

- Extrait sec : Quantité d’extrait correspondant a 4.5g de poudre par jour. Soit 2 gélules

par jour.

1.8. Effets secondaires

C’est une plante amére a caractére salin et ne peut donc pas étre toléré s’il ya une
gastroentérite ou des situations de nausées ou de vomissements ou encore en cas de dyspepsie
(Aouadhi, 2010).

1.9. Contre-indications et effets indésirables

On recommande généralement aux femmes enceintes d'éviter le Marrube blanc parce
que, selon la Commission Européenne de la santé, la plante stimulerait I'utérus et pourrait
avoir une action abortive. Selon la méme source, le marrube ne posséde jusqu'a présent aucun
effet indésirable Les vertus curatives de ’espéce Marrubium vulgare sont sans doute liées a

I’existence de certaines substances chimiques dans la totalité de la plante.
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Chapitre 11 : Les métabolites secondaires

Introduction

Les plantes ont acquis la capacité de synthétiser et d’accumuler un nombre élevé de
petites molécules de structure variée, connues sous le nom de métabolites secondaires. Ils sont
des molécules qui ne participent pas directement au développement des plantes mais plutot
interviennent dans les relations avec les stress biotiques, abiotiques ou améliorent 1’efficacité

de reproduction (Dixon, 2000).

Les métabolites secondaires ne sont pas produits directement lors de la photosynthése
mais sont synthétisés a partir des métabolites primaires et résultent de réactions chimiques
ultérieures. Ces composés sont limités a certaines especes de végétaux et sont importants pour

la survie et la valeur adaptative des espéces qui les synthétisent (Raven et al., 2000).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes produits en tres
faible quantité, nous distinguons trois principales classes: les composés phénoliques, les
alcaloides et les terpénoides (Vermerris et Nicholson, 2006).

I1.1. Les composés phénoliques
11.1.1 Généralité

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du régne
veégétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1999). A I’heure actuelle, plus
de8000 molécules ont été isolés et identifiés (Tao et Lambert, 2014). lls présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure d'au moins un cycle aromatique & 6 carbones
Jui-méme porteur d'un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hannebelle et
al.,2004; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Ces espéces sont des monomeres, des
polymeres ou des complexes dont la masse moléculaire peut atteindre 9000 Da (Crozier et al.,
2006).

Des travaux plus anciens ont montré que les phénols seraient associés a de nombreux
processus physiologiques : croissance cellulaire, différenciation organogene, dormance des
bourgeons, floraison, tubérisation. Les polyphénols sont aussi connu pour leur effets protecteurs

contre le rayonnement UV, ’effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs et pour
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ces propriétés antifongiques et antibactériennes (Heimeur et al., 2004). lIs interviennent dans la

qualité alimentaire des fruits en déterminant la saveur (Dubois et al.,1977).

En effet les polyphénols ont des propriétés bénefiques pour la santé comme la prévention
et le traitement de certains cancers (Terra et al., 2007), traitements des maladies inflammatoires
(Yang et al., 2008), cardiovasculaires (Cazorolli et al., 2008),neuro dégénératives (Bonfihi et al.,
2008), certains d'entre eux sont utilisés comme additifs pour les industries agroalimentaires,
pharmaceutiques et cosmétiques (Burta et al., 2008).

11.1.2. Biosynthese

Les composés aromatiques naturels sont issus de deux grandes voies de la biosynthéese,
la voie la plus courante est appelée : voie shikimate ,Cette voie débute par la condensation du
phospho-énol-pyruvate qui provient de la glycolyse avec I'erythrose-4phosphate, qui est
produit par la voie des pentoses phosphates au cours d'une succession de réactions, le glucide
qui en résulte a 7atomes de carbones, subit une cyclisation puis une réduction qui forme du

shikimate d'ou la dénomination de la voie (Buchanan et al., 2000).

Cette voie shikimate conduit a la formation des oses aux acides aminés aromatiques
(phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a
leurs trés nombreux dérivés: acide benzoiques, acétophénones, lignanes et lignines,

coumarines (Bruneton, 1993).

L'autre voie, part de l'acétate et conduit a des poly-3-cétoester, des polycétates qui
engendrent par cyclisation des composés polycycliques: chromanes, iso coumarines,

xanthones, quinone...etc. (Martin et al., 2002).
11.1.3. Principales classes des polyphénoles

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en une dizaine de sous
classes(tableau I) qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant
d’un simple Cs a des formes tres polymérisées), ensuite par le degré de modification de ce
squelette (degrés d’oxydation, d’hydroxylation, de métylation...), enfin par les liaisons
possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules ( glucides, lipides, protéines,
autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des composés phénoliques) (Mancheix et
al., 2005).
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Tableau I : Les principales classes des composes phénoliques (Crozier et al., 2006).

Squelette carboné | Classe Exemple Origine (exemples)
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses espéces
Cs-Cy Acides p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
Cs-C3 Acides Acide caféique, Pomme de terre, pomme
hydroxycinnamiques | Acide férulique
Coumarines Scopolétine Citrus
Cs—Cy4 Naphtoquinones Juglone Noix
| Cs-Cy-Css Stilbénes Resvératrol Vigne
Ce-C3-Cs Flavonoides
o Rlavonols Kaempférol, quercétine | Fruits, 1égumes, fleurs
o Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine | Fleurs, fruits rouges
¢ Flavanols Catéchine, épicatéchine | Pomme, raisin
o  Flavanones Naringénine Citrus
l Isoflavonoides Daidzéine Soja, pois
’ (Ce-Cy)n Liguanes Pinorésinol Pin
(Ce-C3)a Lignines Bois, noyau des fruits
(Cys) Tannins Raisin rouge, kaki

11.1.3.1. Les acides phénoliques

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composeés organiques possédant au

moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique en phytochimie

conduit a réserver I’emploi de cette dénomination aux seuls dérivés des acides benzoiques et

cinnamiques (Bruneton, 2009).

v Les acides hydroxybenzoiques

Sont des dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule de base de type Cg-Cy, ils

existent sous forme d’esters ou de glucosides et peuvent également étre intégrés dans des

structures complexes comme certains tanins(tableau I1) (Gresele et al., 2011).
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Tableau I1I:

Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure "Rl | R2 R3 ‘R4 | Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide p hydroxy
R2 R1 benzoique
. 7N _ H OH OH H Acide
o =/ protocatechique
R4 H OCHS3 OH H Acide vanillique
H OH OH OH Acide gallique
H OCHS3 OH OCH3 Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

v’ Les acides hydroxycinnamiques

IIs représentent une classe importante dont la structure de base (Cg¢-C3) dérive de celle

de I’acide cinnamique. Les molécules de base de la série hydroxycinnamique sont 1’acide p-

coumarique (et ses isoméres les acides o- et m- coumariques) et les acides caféique,férulique

et sinapique. L’ensemble est souvent rapporté sous le nom commun de «phénylpropanoides».

Ces acides sont rarement présents a 1’état libre et existent généralement sous forme d’esters

(avec le glucose, I’acide quinique, 1’acide tartrique...) ou de glycosides (tableau Il) (Lafay et
Gil-1zquierdo, 2008).

Tableau 111 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
Structure Rl R2 R3 Acides phenoliques
H H H Acide cinnanique
R1 A\ LO0H H OH H Acide p coumarique
[ OH | OH H Acide caféique
| OCH3 | OH H Acide ferulique
OCH3 OH OCH3 Acide sinapique
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11.1.3.2. Les coumarines

Sont de différents types, se trouvent dans de nombreuses especes végétales et possedent
des propriétés tres diverses. les coumarines ont une structure de base (Ce- C3) dérivent des acides
hydroxycinnamiques,de méme que la coumarine elle-méme dérive de l'acide o-coumarique. Les
coumarines les plus fréquentes sont I'umbelliférone ou ombelliférone, I'aesculétine, la scopolétine,
dont les substitutions correspondent, respectivement, aux acides: p-coumarique, caféique et
férulique. Signalons également la fraxétine et la daphnétine (figure 3)(Macheix et al,2005).

R6 R7 R8 Acides phénoliques
R6 H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
C=O ocH3 OH H Scopolétol
R7 O OCH3 OH OH Fraxétol
R8 H OH OH Daphnétol

Figure 3 : Principaux types de coumarines (Macheix et al.,2005).

Elles sont produites en grande quantité en réponse a une attaque biotique ou abiotique
et seulement constituer un moyen de défense de type phytoalexique (Vivas de Gaulejac,
2001).

Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les

radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Madhavi et al.,1996).
11.1.3.3. Les flavonoides

Les flavonoides au sens large sont des pigments quasiment universels des vegétaux
(Rice-Evans et al., 1996). Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes
demolécules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les
dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les
anthocyanes. Ces diverses structures se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou
sous forme de glycosides. On les trouve, d’une maniére trés générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles,

fleurs et fruits.
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e Répartition

Les flavonoides sont surtout abondants chez les plantes supérieures, particuliérement
dans certaines familles : Polygonacées, Rutacées, Légumineuses, Ombelliferes et Composées
(Paris et Hurabielle, 1980).

Ils sont fréquents aussi chez les Bryophytes (Mousses et Hépatiques), majoritairement

des O et C-Héterosides de flavones et des dérivés O-uroniques.

Chez les Ptéridophytes la variété structurale des flavonoides n’est guére plus grande, les
Psylotales et Sélaginellales étant caractérisées par la présence de biflavonoides, les Equistérales
par celle de proanthocyanoides. Les O-hétérosides de flavonols. Dominent chez les fougéres
qui, pour certaines, élaborent également les chalcones ou chez les Gymnospermes qui sont
riches en proanthocyanidols. Ils sont remarquablement constants et I’on note la présence, chez
les Cycadales et les Coniférales. C’est chez les Angiospermes que la diversité structurale des
flavonoides est maximale: ainsi, une trentaine de types flavonoidiques ont pu étre identifiées

chez les Astéracées (Bruneton, 1999).
e Localisation

Présents dans les organes aériens, ils ont une teneur maximale dans les organes jeunes

feuilles et boutons floraux (Paris et Hurabielle, 1980).

Les formes hétérosidiques des flavonoides, hydrosolubles, s’accumulent dans des
vacuoles et, selon les espéces, se concentrent dans 1’épiderme des feuilles ou se répartissent

entre 1’épiderme et le mésophylle (Bruneton, 1999).
e Structure chimique et classification

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune ce qui explique le fait
qu’ils possédent le méme squelette de base a quinze atomes de carbones, constitué de deux unités
aromatiques, deux cycles en Cg (A et B), reliés par une chaine en Cs. lls peuvent étre groupés en

plusieurs classes selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central (figure 4).
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Figure 4 : Structure générale des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011).

o Utilisations thérapeutiques
Selon Bruneton (1999), les flavonoides peuvent étre utilisés dans :

- Traitement des symptdmes en rapport avec I’insuffisance veino lymphatique
(jambes lourdes, douleurs, impatiences des primo-décubitus).

- Traitement des signes fonctionnels liés a la crise hémorroidaire.

- Amélioration des troubles de la fragilité capillaire au niveau de la peau.

- Traitements des métrorragies lors de la contraception par micro progestatifs et des
métrorragies dues au port du stérilet.

- Proposé dans les troubles impliquant la circulation rétinienne et/ou choroidienne.

- Traitement du lymphoedéme du membre supérieur aprés traitement radio-

chirurgical du cancer du sein .

11.1.3.4. Les anthocyanes

Les anthocyanes ou pigments anthocyaniques sont des composés hydrosolubles, de
teinte rouge, violette ou bleue, qui colorent les fleurs, les fruits et parfois les feuilles. Ces
pigments sont trés répandus dans le régne végétal et proche des flavonoides sur le plan de

’origine, de la structure et des propriétés pharmacologiques (Catier et Roux,2007).

Leur structure de base est caractérisée par un noyau «flavonoide» chargé positivement
(C6-C5-Cg). Ce dernier portera le nom d’anthocyanine ou d’anthocyanidine suivant qu’il soit

glycosylé ou non (figure 6) (Vivas de Gaulejac, 2001).
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Elles varient selon le nombre et la position des différents groupements hydroxyles et
méthoxyls, la nature, le nombre et la position des sucres et I’acylation éventuelle de ces sucres
(Clifford,2000).

OGlucose

Figure 5: Structure des Anthocyanosides (Collin et Crouzet, 2011).

11.1.3.5. Les tanins

On appelle communément « Tanins » des substances d’origine végétale, non azotées,
des structures polyphénolique, soluble dans 1’eau, 1’alcool, 1’acétone, peu soluble dans
I’éther, des faveurs astringente et ayant la propriété commune de tanner la peau, c’est-a-dire
de la rendre imputrescible et imperméable en se fixant sur les protéines. Leur poids
moléculaire varie de500 a 3000. Dans les plantes, les tanins existent a I’état de complexes, les

tannoides; certains combinés a des sucres sont denommés tanosides (Paris et Moyse, 1976).

Les tanins sont trés importants dans 1’industrie des cuirs, ils agissent en donnant des
combinaisons insolubles avec les protéines et rendent ainsi les peaux moins perméable a 1’eau

et imputrescibles (Paris et Hurabielle, 1980).
e Répartition et localisation

Les tanins tres répandus dans le régne végétal, sont particulierement abondants dans
certaines familles; exemples: Cupuliferes, Polygonacees, Rosacées, Légumineuses,

Myrtacées, Rubiacées.

Ils peuvent exister dans divers organes : racines ou rhizomes (Ratanhia, Rhubarbe),
écorce (Chéne, Quinquina), bois (Acacia a cachou). Cependant, on note une accumulation

dans les écorces agées et les tissus d’origine pathologique (Galles) (Paris et Hurabielle, 1980).
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On les rencontre dans les vacuoles des cellules, souvent combinés a d’autres substances:
alcaloides, protéines, oses (Tanosides), parfois dans des cellules spécifiques (idioblastes): ils
sont caractérises par leur coloration brune ou verdatre ou brune bleuatre avec des sels
ferriques. La teneur en tanins peut étre tres élevee : 50% a 70% dans les noix de galles,20%
dans les péricarpes du noyer, la racine de bistorte, 15% dans la racine de ratanhia...etc (Paris

et Moyse, 1976).
e Structure chimique et classification

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétique, les tanins

hydrosolubles et les tanins condensés.
v Tanins hydrolysables

Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’un
nombre variable de molécules d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le glucose.
L’acide phénolique est soit 1’acide gallique dans le cas des tanins galliques. Soit 1’acide
hexahydroxy diphénolique, dans le cas des tanins classiquement dénommeés tanins ellagiques
(Bruneton,1999).

v' Tanins condensés

Les tanins condensés ou tanins catéchiques sont des substances qui ne sont pas
hydrolysées par les acides, ni par la tannase. Les acides forts a chaud ou les agents
d’oxydation les convertissent en substances rouges ou brunes, insolubles dans la plupart des
solvants. Par distillation seche, ils fournissent du pyrocatéchol. Ces tanins dérivent des
catéchols par condensation de molécules et ils sont d’ailleurs toujours accompagnés de

catéchols dans les plantes fraiches (Paris et Moyse, 1976).
e Utilisations thérapeutiques

Les drogues a tanins servent surtout en thérapeutique pour leurs propriétés astringentes
et anti diarrhéiques. Il s’ajoute une action vaso-constrictrice des petits vaisseaux, d’ou
I’emploi contre les hémorroides, les blessures superficielles. Les extraits tanniques sont aussi
anti-inflammatoires. Les drogues a tanins sont employées contre les diarrhées (Ratanhia,
Salicaire). A 1’action ralentissante du péristaltisme intestinal, s’ajoute I’action antiseptique;

les tanins libres étant détruits rapidement par le suc intestinal alcalin. Et leurs effets
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antifongiques, antibactériens et antiviraux. Les drogues a tanins sont utilisés comme

antiseptiques notamment dans les maladies pulmonaires (Paris et Moyse, 1976).
11.2. Les alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie
et en médecine (Guignard, 2000).

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine
végétale),hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe
plus ou moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose
(Zenk etJuenger, 2007), a propriétés basiques ou amers et ayant des propriétés thérapeutiques
ou toxiques (Dellile, 2007). lls ont des structures tres diverses et dérivent de différents acides

aminés ou de I’acide mévalonique en passant par différentes voies biosynthétiques (Judd etal.,

2002).

Les alcaloides sont utilisées comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les

troubles nerveux (maladie de Parkinson) (Iserin et al ., 2007).
11.3. Les terpénoides (Isoprénoides et Stéroides)

Les terpénoides sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes,

organismes marins, les champignons et méme les animaux (Bhat et al., 2005).

Ils dérivent d’une structure de base a cing carbones (CsHg), communément appelée

isopréne.

Selon le nombre répétitif de cette unité, les terpénoides sont classés en:
monoterpénoides(Cio), sesquiterpénoides (Cis) et diterpenoides (Cy). Dans la composition de
la plupart des huiles essentielles les monoterpénoides et les sesquiterpénoides forment la

majeure partie (Benchaar et al., 2008).
e Sesquiterpénes

Ce sont des hydrocarbures de formule CisH24, soit une fois et demie (sesqui) la
molécule desterpénes vrais (en CioHie). lls peuvent étre acycliques, monocycligques,

bicycliques outricycliques.
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On peut rattacher aux sesquiterpenes, en raison de leur structure, des lactones comme
lasantonine, I'nélénine. Ces composés, non saturés, sont constitués par deux cycles penta- et
heptacarbonés; on trouve dans ce groupe le guaiazuléne (du Gaiac), les vétivazulénes, le

chamazulene (des essences de Chamomille et de Matricaire) (Bruneton, 1987).
e Diterpénes

Les diterpénes constituent un grand groupe de composés en C-20 issus du
métabolisme du 2E,6E, 10E-géranylgéranylpyrophosphate (GGPP). On dénombre plus de
1200 produits diterpéniques répartis en une centaine de squelettes. On les rencontre dans
certains insectes et divers organismes marins, ils sont surtout répandus chez les végétaux
particulierement dans les especes des familles Lamiacées, Astéracées et Fabacées. Ils peuvent
étre acycliques,monocycliques, tricycliques ou tétracycliques (Dey et Harborne, 1991,
Bruneton, 1999).

e Triterpenes

Ces composeés en Cgp sont trés répandus, notamment dans les résines, a I'état libre,
estérifiés ou sous forme hétérosidique. Ils peuvent étre aliphatique, tétracycliques ou

pentacycliques.
11.4. Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides
en particulier sont trés poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les
activités antiallergiques, anti-artherogeniques, anti-inflammatoires, hépatoprotectives,
antimicrobiennes, antivirales, anticarcinogéniques, anti-thrombotiques, cardioprotective et
vaso-dilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007). Ces actions sont attribuées a leur
effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un réle important dans la
destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’oxygéne, ou

décomposition des peroxydes (Pulido et al., 2000 ; Nijveldt et al., 2001).
En effet, les polyphénols font partie de ce que I’on appelle les phytomicronutriments.

Ce sont les antioxydants les plus abondants dans les aliments puisque 1’homme en
consomme environ 1 g/jour (Scalbert et Williamson, 2000), soit prés de dix fois plus que de

vitamine C et100 fois plus que de vitamine E ou de caroténoides (Grolier et al., 2001).
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Ainsi, les propriétés antioxydants ou anti-inflammatoires des polyphénols participent a
la prévention de diverses pathologies impliquant le stress oxydant et le vieillissement
cellulaire, les maladies cardiovasculaires ou dégénératives, ostéoporose, (Macheix et al.,2005;
Sarni Machando et Cheynier, 2006).
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Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein des laboratoires pédagogiques des
analyses physicochimiques et microbiologiques de I'universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-

Ouzou.

Pour cela I’objectif de notre étude est d’évaluer certaines propriétés biochimiques
(activité antioxydante) et biologiques (activité antimicrobienne) de différents extraits

éthanoliques, hydrométhanoliques et flavonoides de la partie aérienne de Marrubium vulgare.
Le travail pratique est subdivisé en parties suivantes :

- Extraction et dosage de polyphénols totaux
- Extraction de flavonoides, aglycones, c-glycosides et les anthocyanes
- Détermination de I’activité antioxydant de I’extrait hydrométhanolique

- Détermination de I’activité antimicrobienne des différents extraits de la plante étudiée

111.1. Matériel

I11.1.1. Appareillage et réactifs
L’appareillage et les réactifs utilisés dans notre travail expérimental sont cités en

annexe 1 et 4.
111.1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal choisi pour la réalisation de cette étude est la partie arienne ( tiges
et feuilles) puisque c’est a ce 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 réserve temporaire des

principaux composes du métabolisme primaire et secondaire

Les échantillons ont été recoltés manuellement pendant le mois de Mai 2018, a partir
d’un site de la daira de Bouzeguene, situ¢ a la wilaya de Tizi-Ouzou. La région est
caractérisée par un climat méditerranéen, avec un hiver pluvieux et neigeux et un été

relativement chaud.
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111.1.3. Matériel biologique

Le test de I’activité antimicrobienne des extrais de Marrubium vulgare a été effectué sur
quatre souches bactériennes de référence: trois Gram négatif (E. coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 25955, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) et une Gram positif
(Staphylococcus aureus ATCC 25923), ces souches sont pathogeénes et responsables d’infections

graves chez ’homme, dont la plupart sont résistantes aux antibiotiques (Annexe 3).

I11.2. Méthodes d’analyse

111.2.1. Séchage

Les échantillons prélevés tot le matin sont placées dans des sacs puis transportées

immédiatement pour le séchage.

Les feuilles et tiges sont soumises a un ringage a 1’eau de robinet pour éliminer les
impuretés puis étendues en couches minces, couverte avec du papier aluminium et a labri de
la lumiere et de I’humidité, et bonne aération afin de préserver le maximum de 1’intégrité des
molécules,pendant trois semaines. Une fois séchées, les échantillons sont soumis a un
broyage manuel afin d’obtenir une poudre préte a I’emploi. La drogue obtenue non tamisé, est

conservée dans des flacons en verre ambré en vue des expérimentations.
111.3. Détermination de la teneur en polyphénols totaux (PPT)

111.3.1. Préparation de I’extrait hydrométhanolique

Selon un protocole suivit par Djahra en 2014, la poudre (10g) est macérée dans 200
mL de mélange méthanol/eau (7:3 V/V) sous agitation douce pendant une nuit a température
ambiante. L’extrait hydroalcoolique est récupéré dans un premier temps apres filtration du
mélange a 1’aide de papier filtre (figure 6) La poudre obtenue est ensuite remise dans 200 mL
de mélange méthanol/eau (7:3 V/V) et I’opération précédente est répétée. Les deux extraits
hydroalcooliques sont mélangés et le mélange méthanol/eau est éliminé du filtrat par
évaporation permettant ainsi d’obtenir un résidu caractérisé par une couleur brune foncée qui

est ensuite repris par 1 ml de méthanol. Le résidu obtenu est conservé au réfrigérateur a 4°C.
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Figure 6 : Filtration Figure 7 : Extrait brut hydrométhanolique

111.3.2. Préparation de I’extrait brut éthanolique

La poudre (10g) est macérée dans 200 mL d’éthanol sous agitation douce pendant une
nuit a température ambiante. L’extrait alcoolique est récupéré dans un premier temps apres
filtration du mélange a ’aide de papier filtre. La poudre obtenue est ensuite remise dans 200
mL d’éthanol et I’opération précédente est répétée. Les deux extraits alcooliques sont
mélangés et I’éthanol est éliminé du filtrat par évaporation permettant ainsi d’obtenir un
résidu caractérisé par une couleur brune foncée qui est ensuite repris par 1 mL d’éthanol. Le

résidu obtenu est conservé a une température de 4°c.

Figure 8 : Extrait éthanolique de marrubium vulgare
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111.3.3. Dosage des composeés phénoliques totaux
- Principe

Les composés phénoliques totaux ont été estimés selon la méthode colorimétrique
basée sur le réactif de Folin Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Le réactif est formé d’acide
phosphotungestique (H3sPW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3zPMo01,04) qui sont
réduits lors de I’oxydation des composés phénoliques en oxydes bleus de tungsténe (WgO,3)

et de molybdéne (MogO3) (Singleton et al., 1999).
- Mode opératoire

100 pl de I’extrait brut hydrométhanolique ou éthanolique sont mélangés a 200 ul du
réactif Folin ciocalteu et 3,16 mL de H,O Le mélange est incubé a température ambiante
pendant 3 minutes. Ensuite 600 pl de la solution carbonate de sodium (Na,CO3) anhydre 20%
sont ajoutés au mélange. Les composés phénoliques totaux sont déterminés a 1’aide d’un
spectrophotometre a UV (Ultra-Violets) visible aprés 2 heures d’incubation a température

ambiante par mesure de 1’absorbance a une longueur d’onde de 765 nm.

La quantification est faite selon une gamme-étalon établie dans les mémes conditions
avec de l'acide gallique (0 a 100 pg/mL). Les résultats sont exprimés en mg équivalent

d’acide gallique par g de matiere seche.
I11.4. Fractionnement des flavonoides

L'extraction des flavonoides a été reéalisée selon la méthode de Charaux et Paris
(1954), cité in (Paris, 1954). C’est une méthode universelle qui consiste a stabiliser une masse
égale a 10g de poudre sechée pendant une heure dans 200 mL d'éthanol a une temperature de
96-C.

Aprés filtration et séchage, la drogue est pulvérisée grossierement puis mélangée a

200ml d'éthanol portés a une température de 96°C pendant 30 minutes.

Aprés une macération de 12 a 24 heures, les deux solutions éthanoliques sont réunies
et évaporées sous pression réduite. Le résidu est repris par 20 mL d'eau bouillante, la solution

aqueuse obtenue est laissée au repos pendant 24 heures. Enfin, la liqueur est épuisée dans une
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ampoule a décantation en trois étapes successive par 1’éther, I’acétate d’éthyle et n-butanol
(figure 10).

Selon Solfo (1973), les composes flavonoiques ne passent pas dans I'éther, ils sont a
I'état de traces dans l'acétate d'éthyle et seul le composé butanolique en contient une quantité

susceptible d'étre étudiée. L'extrait butanolique est ensuite évaporé. Le résidu est conserve a
une température de 4°C.

Les différentes phases obtenus lors du fractionnement des flavonoides sont
représentées dans la (figure 11).
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[ 10 g de poudre ]
a une température de 96°C

[Drogue pulvérisée] < > [ Solution éthanolique ]

20 ml d’¢éthanol pendant 4heures

200ml d’éthanol

Macération pendant 12 a 24heures

[ Solution ethanolique ]
Evaporation \/

Résidu ] <
Reprise par 20 ml d’eau bO[lillante @

Solution aqueuse ]

Repos pendant 20 heures i L

Liqueur ]

Décantation ( éther) | > [ Phase éthéree ]

[ Phase organique

Décantation (acétate) >[ Phase d'acétates d'éthyle ]
{ Phase organique ]

Décantation (n-butanol)

{ Phase butanolique ]

Figure 9: diagramme des difféerentes étapes suiviesors du fractionnement des flavonoides
(Charaux et Paris, 1954)
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a.la solution aqueuse b. phase 1 c. phase 2 d. phase 3
b: aprés 1’ajout de 1’éther.

C. apres 1’ajout de 1’acétate d’éthyle.

d. aprés 1’ajout de n-butanol.

Figure 10: Différentes phases obtenus lors du fractionnement des flavonoides.

I11.4.1. Test de confirmation de la présence des flavonoides

A 1 mL d’extrait est ajouté 1 mL d’HCI concentré puis 3 coupeaux de tournures de
magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par 1’apparition d’une couleur rouge,

rose ou orange (figure 17) (Karumiet al.,2004).
111.5. Extraction des Aglycones, Anthocyanes et les C. glycosides

D’aprés Lebreton (1967), I’extraction de ces trois types de flavonoides consiste a
prendre 1 g de drogue et le mettre dans 80 mL de HCL 2N (19.64 mL de HCI ajuster a 100
ml avec I’eau distillé) .Apres 1’agitation on met le mélange dans un bain marie pendant 40min
a 90°c, puis on laisse refroidir ;

Dans une ampoule a décanter on verse le mélange et on lui ajoute 70mL d’éther
diéthylique.
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[ 1g de poudre ]

80mL HCL 2N

Chauffage au bain
marie pendant 40
min a 90°c

Laisser refroidir

Dans une ampoule a décanter +70 ml d’etherdiethylique.

Hypophase Epiphase

[ 1/ Anthocyanes ] [ 2/ Aglycones ]

Dans une ampoule a décanter Dans une boite de pétrie ;séchage
+70ml N.butanol a I’air libre et T°ambiante
Hypophase Epiphase
a jeter ( oses 3/ C. glycosides
) ( . / C.gly Récupération dans 10
complexes +lipide)
ml| de méthanol

Figure 11: diagramme illustrant les différentes étapes suivies lors du fractionnement des
Aglycones, Anthocyanes et les C. glycosides (Lebreton,1967)
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a. Dans la partie épiphase: transparente jaunatre sont des Aglycones.

Figure 12: Les Aglycones

On le récupere dans une boite de pétri et on laisse sécher a I’air libre et a température

ambiante, puis on le récupére dans 10 ml de méthanol.

b. Dans la partie hypophase: On recupere dans un tube le liquide et ce sont les

Anthocyanes.

Figure 13 : Les Anthocyanes
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c. Le reste de I’hypophase on le met une autre fois dans I’ampoule a décanter on lui ajoute
70 ml de n.butanol.puis deux phases se distingueront: I’Epi phase c’est les C.

glycosides. Et la partie hypophase c’est a jeter se sont des oses complexes +lipides.

N [T

Figure 14 : Les C. glycosides

I11.6. Détermination de P’activité antioxydante
111.6.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)
- Principe

Le DPPH est un radical stable et coloré. Le maximum de son absorbance se situe vers
515-517 nm dans le méthanol. Sa réduction par un donneur d’atome H-(AH) conduit a la

formation de 2,2°-diphenyl-1-picryllhydrazyle incolore (DPPH-H) et au radical A selon la
réaction.

P 0 A o)
i\ . ==
! i T \ 7/
IO\ + - | o\+
://N N——N - AH —> N NH—N + A
o) | o)
1 + I + _
N=0O N=O
I : 1 )
‘o o g o \ /
DPPH violet DPPH jaune

Figure 15: structure chimique du radical DPPH et de sa forme réduite.
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La mesure de P’efficacité¢ d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a

515-517 nm.

- Mode opératoire
Consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette), en présence de I’antioxydant
(extrait brut méthanolique ) va étre réduit et vire vers le jaune . Ce changement se traduit par
une diminution de 1’absorbance.
La solution du DPPH est préparée par solubilisation de 1.2 mg de DPPH dans 50ml de
méthanol absolu.100ul de I’extrait a différentes concentrations sont ajoutés a 1300ul de
DPPH. L’acide ascorbique est également préparé dans les mémes conditions pour servir de

témoin positif (figure 16) .

42 '_ - »___‘1 .. ) ’ ’\
¥ ‘Hla‘AE ‘%’n.."“a .N.‘.“Si ”—-::

Figure 16 : Préparation des extraits a différentes concentrations avec le DPPH.
Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min jusqu’a décoloration .le dosage est
réalisé par le spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 517 nm.

Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou I’inhibition

des radicaux libres en pourcentages (1%) en utilisant la formule suivante :
% de P’activité anti-oxydante = [A;-A,/A;] X100
A : absorbance du témoin négatif sans extrait.

A, : absorbance en présence de I’extrait.
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111.6.2. Evaluation du potentiel anti-radicalaire par le calcul de I’ IC50

L’IC50 (Concentration inhibitrice 50), appelée également EC50 (Efficient
concentration 50),est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du
radical DPPH. LesIC50 sont calculés graphiquement par des pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des extraits testés (Torres et al., 2006).

I11.7. Activité antibactérienne

- Préparation des milieux de culture

Le milieu de culture utilisé pour réaliser 1’activité antibactérienne est: la gelose
Mueller Hinton (MH).

- Preéparation des disques

Des disques de 6mm de diameétre ont été découpés sur papier Wattman, sterilisés et

conservés jusqu’au moment de leur utilisation.
- Préparation de pré-culture

Les souches bactérienne a tester ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant le

milieu MH et incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures
- Standardisation des suspensions bactériennes

Quatre a cing colonies identiques furent prélevées et émulsionnées dans 1’eau
physiologique stérile. La suspension bactérienne est bien homogénéisée. Ensuite 1’absorbance
(densité optique) est mesurée a une longueur d’onde de 620nm et doit étre comprise entre

0,08 a 0,10 (Benhammou et al., 2008).
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111.8.1. Evaluation de P’activité antibactérienne par la méthode des

disques

Le pouvoir antibactérien des six substances naturelles extraites de Marrubium vulgare
a été détermine sur gélose Mueller Hinton. 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 D’antibiogramme qui consiste a déterminer la sensibilité d’une souche microbienne vis-a-

vis d’un ou de plusieurs produits.

Les disques préparés sont imprégnés de 25 pL de chaque extrait a tester. Par ailleurs,
le milieu Mueller-Hinton stérile est coulée dans des boites de Pétri de 90mm de diamétre. Puis
sont ensemencées par écouvillonnage a 1’aide d’un écouvillon stérile, en tournant chaque fois

la boite environ 60° de telle sorte a assurer une distribution homogene 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 des
antibiotiques (Néomycine, Trimethoprim oxacilline, Cefaxoline, Colistine, Amoxicillin
(témoin positif)) appropriés préts a ’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les

résultats des extraits testés, et des disques imprégnés de DMSO (témoin négatif).
- Lecture des résultats

La lecture se fait par la mesure des diamétres de zone d’inhibition produite autour des
disques, et peut étre symbolisée par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis de

I’extrait testé (Ponce et al., 2003).

e Souche non sensible (-) ou résistante : diameétre < a 0,8cm ;
e Souche sensible (+) : diametre compris entre 0,9 a 1,4cm ;
e Souche tres sensible (++): diametre compris entre 1,5 et 1,9cm ;

e Souche extrémement sensible (+++) : diamétre > a 2,0cm

Page 33



— ——
— e —

CHAPITRE IV : RESULTATS ET
DISCUSSION




Chapitre 1V : Résultats et discussion

IV.1. Rendement de I’extrait brut hydrométhanolique
L’extrait brut hydrométhanolique a été quantifié selon la formule :
R% = PEB/PMB X100
R : rendement
PEB : poids de I’extrait brut hydrométhanolique/éthanolique (g)
PMVS : poids de la matiére végétale séche(g)

e Rendements de I’extrait hydrométhanolique et éthanolique

Extrait PMVS PEB R
Hydrométhanolique 10g 2,1g 21%
Ethanolique 10g 1,29 12%

La préparation de 1’extrait brut hydrométhanolique de la podre a donné un rendement
de ’ordre de 2.1 g, ce qui correspond a un pourcentage de 21 %, tandis que 1’extrait brut
¢thanolique de a donn¢ un rendement de I’ordre de 1.2 g, ce qui correspond a un pourcentage

de 12%.

D’une maniére 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 des polyphénols, le solvant d’extraction, la taille des particules et

le coefficient de diffusion de solvant.

Etant donné la méthode utilisée pour ’extraction de 1’extrait brut hydrométhanolique
et ’extrait brut éthanolique est la méme: macération sous agitation qui permet d’accélérer le
processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec 1’extrait tout en
préservant la bio activité de ses constituants. De ce fait la différence de rendement entre ces
deux extraits résulte de la différence de solvant ainsi le méthanol donne le meilleur

rendement.
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IV. 2. Résultats de dosage des composés phénoliques totaux dans I’extrait

brut hydrométhanolique
La teneur en composés phénoliques obtenus a partir de 1’extrait brut

hydrométhanolique a été estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec 1’acide

gallique a différentes concentrations (0,1mg, 0,2mg, 0,3mg, 0,4mg, 0,5mg/ mL).

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de

matiere seche (mg EAG/g MS) (annexe 5) (tableau V).

Tableau IV : Résultats de la teneur en composés phénoliques totaux de I’extrait brut

hydrométhanolique de Marrubium vulgare

Teneur en composés phénoliques(mg EAG/ g MS d’extrait)

Extrait brut
) 5.21+0.07
hydrométhanolique

Les résultats de dosage de phénols totaux révelent que I’extrait brut
hydrométhanolique de I’espéce Marrubium vulgare. Contient une teneur de 1’ordre de 5.21
(mg EAG/g MS).

IVV.3.Confirmation de la présence des flavonoides

En effet le test de confirmation nous a donné un mélange de couleur orangée comme
c’est bien illustré dans la figure ci-dessous ce qui confirme la présence des flavonoides (figure
18).
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Figure 18 : confirmation de la présence des flavonoides

IV.4. Rendement des différents extraits (Flavonoides, Aglycones,Anthocyanes,C- glycosides)

Tableau V: Rendement des différents extraits (Flavonoides, Aglycones,Anthocyanes,C-

glycosides)

Les different extraits PMV (g) | PEB(g) | R (%0)
Flavonoids 10 0,9 9
Aglycones 10 0,3 3
Anthocyanes 10 1 10
C. glycosides 10 0,1 1

L’utilisation de solvants a polarités différentes permet de séparer les composés contenus
dans les feuilles et tiges selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction et donc permet
de séparer ses composés selon leur degré de glycosylation (flavonoides, aglycones, anthocyanes,
et C. glycosides). Cette méthode d’extraction menée a température ambiante permet d’extraire le
maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux

températures élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.
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Figure 19 : C-glycosides, Anthocyanes, Aglycones.

La teneur en polyphénol au niveau des feuilles et tiges du Marrubium vulgare est de
21 % pour I’extrait brut méthanolique et 12% pour I’extrait brut éthanolique. Parmi ces
polyphénols nous avons calculé un taux de 9% de flavonoides, 3% d’aglycones, 10%

d’anthocyanes et un taux de 1% de C. glycosides.

La méme composition a été retrouvée chez la méme espece dans des travaux antérieurs
réalisés récemment par Moussaid et al. (2012), Elberry et al. (2011) et Warda et al. (2009).

Un rendement de 39,2% de I’extrait brut hydrométhanolique a été 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 (21%) pour
I’extrait hydrométhanolique et (12%) pour I’extrait éthanolique et un rendement de 5,9% a
été trouvé par Djahra en 2014, un pourcentage inférieur a celui qu’on a trouvé (9%). Ceci
pourrait étre d0 a la technique utilisée par ’auteur (extraction par soxhlet) et sous une
température de 70 °C), ce qui n’est pas le cas dans notre étude ou I’extraction est réalisée a
température ambiante par simple macération. En fait, Su et al. (2006), ont rapporté que le

rendement des extractions aqueuses augmente avec la température.
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Selon Albano et Miguel (2011), I’eau a haute température provoque la perturbation

des cellules facilitant la pénétration du solvant et la solubilisation des molécules.

Un taux de 18, 21mg EAG/gMS d’extrait a été avancé par Boudjelal, en (2012). Une
teneur extrémement importante par rapport a celle qu’on a trouvé (5.21 mg EAG/gMS). Cette
variabilité dans les résultats pourrait étre liée aux conditions climatiques du biotope de
I’espeéce ou aux différentes méthodes suivies lors de 1’extraction, ou encore la quantité de
drogue utilisée par le chercheur (100g), qui est inférieur a la quantité utilisée lors de notre
étude (10g).

Par ailleurs nos résultats montrent que le rendement des polyphénols extraits par le
méthanol (21%) est plus élevé que celui extraits par 1’éthanol (12%), ceci nous méne a dire

que le rendement des composés phéenoliques dépend aussi du solvant utilise.

IV.5. Résultats de D’activité antioxydante par piégeage du radical libreDPPH (2.2-
diphényl-1-picrylhydrazyl)

L’activit¢ antioxydante vis-a-vis le radical DPPH a été évaluée par le
spectrophotometre suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la

couleur jaune au violet a 517 nm , la valeur du pouvoir réducteur (IC50) est de 95.21 %

Les pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH par 1’extrait brute hydrométhanolique
et I’acide ascorbique portés sur les figures (20;21).
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Figure 20 : Piégeage de DPPH en fonction des concentrations de 1’acide ascorbique.
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Figure 21 : Piégeage de DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait brut hydro
méthanolique de Marrubium vulgare.
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D’apres ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec 1’augmentation de la concentration de 1’extrait. Le taux d’inhibition du DPPH
enregistré en présence de I’extrait hydrométhanolique de la plante est presque égal a celui

de I’acide ascorbique.

1VV.6. Evaluation de I’IC50

IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la
valeurd’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est élevé (Pokorny et al,

2001). La concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire.

L’extrait hydro méthanolique réveéle des propriétés anti radicalaires intéressantes qui

se manifestent par des faibles valeurs d’IC50.

D’aprés ces résultats, nous remarquons la valeur des IC50 de D’extrait hydro
méthanolique est 0.50 mg/ml. Un fort pouvoir antiradicalaire est noté pour I’extrait brut se
traduisant par un IC50 assez bas, comparable a celui du composé standard 1’acide ascorbique

qui est 0.52mg/ml.

Nos résultats indiquent que D’extrait brut méthanolique présente une activité
remarquable vis-a-vis du piégeage du DPPH avec un IC50 de 0,50 mg/ml. Ceci est en parfaite
concordance avec les résultats de Boudjelal, (2012), obtenus a partir de 1’extrait méthanolique
de la partie aérienne de Marrubium vulgare qui a montré une activité antioxydante élevée
avec une valeurd’IC50 de l’ordre de 0,49 mg/ml. Contrairement, les travaux réalisés par
Orhan et al. (2010), affirment que I’extrait méthanolique est moins actif que I’extrait

acéetonique de la méme espéce.

Dans une autre étude entreprise par Yumrutas et Saygideger (2010), sur le piégeage
du DPPH ou D’effet scavager de ’extrait hexanique et I’extrait méthanolique de la partie
aérienne d’une autre espéece, Marrubium parviflorum il a été noté que 1’extrait hexanique a
donné une tres faible activité antioxydante par rapport a celle retrouvée en présence de
I’extrait méthanolique de Marrubium vulgare avec des valeurs des IC50 plus élevees. A
I’opposé, un puissant effet cavager estimé lors des travaux réalisés par Milan (2011), a partir
d’un extrait brut méthanolique d’une autre espéce de Marrubium (Marrubium peregrinum)

ou I’IC50 enregistrée était de 0,18 mg/ml.
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IV.7. Résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique de M. vulgare

Les résultats des différents tests de 1’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique

de M. vulgare sont présentés dans le tableau V1. Pour I’ensemble des résultats, les diamétres

d’inhibitions sont représentés avec les valeurs de ’écart type, le diametre des disques es

inclus dans les mesures.

Tableau VI : Résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique de M.

vulgare
Souches Solution meére 1/2 Ya 1/8 1/16 1/32
Escherichia coli 14 +0,14 11,5+0,21 10400 09,5+0,07 | 09,5+0,07 | 09,5+0,07
Staphyloccus
12,54+0,21 11+0,07 10,5+0,21 10+00 00+00 00+00
aureus
Pseudomonas
] 15+0,14 13+0,14 12+00 11+00 00+00 00+00
aeruginosa
Klebsiella
) 10,5+0,07 10+0,14 10+00 07,5+0,07 00+00 00+00
pneumoniae

Figure 22 : Zones d’inhibition de 1’extrait hydro méthanolique de M. vulgare vis-a-vis de :

a: Pseudomonas aeruginosa. b: Escherichia coli.
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S. aureus E. coli

P. aeruginosa k. pneumoniae

Figure 23 : Zones d’inhibition du test de la CMI sur les différentes souches

1V.8. Résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique de M. vulgare

Les résultats des différents tests de I’activité antibactérienne de 1’extrait €éhanolique

de M. vulgare sont présentés dans le tableau VII.
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Tableau VII : Résultats de I’activité antibactérienne de D’extrait éthanolique de M.

vulgare
Souches Diametre d’inhibition *
écart type
Escherichia coli 12,5+0,07
Staphylococcus aureus 11,540,07
Pseudomonas aeruginosa 1000
Klebsiella pneumoniae 10+00

A B
Figure 24 : Zones d’inhibition de 1’extrait éthanolique de M. vulgare vis-a-vis de :

a: Staphylococcus aureus ;b: Pseudomonas aeruginosa.
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IV.9. Résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait flavonoique de M. vulgare

Les résultats des différents tests de 1’activité antibactérienne de 1’extrait flavonidique

sont présentés dans le tableau VIII.

Tableau VIII: Résultats de D’activité antibactérienne de I’extrait flavonoique de M.
vulgare
Diamétre d’inhibition +
Souches .
écart type

Escherichia coli 12+0,07
Staphylococcus aureus 07,5 40,07
Pseudomonas aeruginosa 10+00
Klebsiella pneumoniae 09+0,14

A B

Figure 25 : Zones d’inhibition de 1’extrait flavonique de M. vulgare vis-a-vis de :

a: Staphylococcus aureus ; b:klebsiella pneumoniae.
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IV.10. Activité antibactérienne de I’extrait des Aglycones de M. vulgare

Les résultats des différents tests de I’activité antibactérienne de 1’extraitdes aglycones

sont présentes dans le IX

Tableau IX : Activité antibactérienne de I’extrait des Aglycones de M. vulgare

Diametre
Souches d’inhibition+ écart
type
Escherichia coli 10,5+0,07
Staphylococcus aureus 12,5+0,07
Pseudomonas aeruginosa 09+0,14
Klebsiella pneumoniae 12,5+0,07
A B

Figure 26 : Zones d’inhibition de 1’extrait des Aglycones de M. vulgare vis-a-vis de :

a : Staphylococcus aureus. b : klebsiella pneumoniae.
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IV.11. Activité antibactérienne de I’extrait des C.glycosides

Les résultats des différents tests de 1’activité antibactérienne de 1’extrait C.glycosides

sont présentés dans le tableau X.

Tableau X : Activité antibactérienne de I’extrait des C.glycosides

Diamétre d’inhibitiont
Souches )
écart type
Escherichia coli 19,5+0,07
Staphylococcus aureus 13,5+0,91
Pseudomonas aeruginosa 10+00
Klebsiella pneumoniae 10+00
A B

Figure 27 : Zones d’inhibition de 1’extrait des C. glycosides de M. vulgare vis-a-vis de :

a: Escherichia coli ; b:Staphylococcus aureus.
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1V.12. Résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait des Anthocyanes de M. vulgare

Les résultats des différents tests de [’activité antibactérienne de Dextrait des

anthocyanes de M. Vulgare sont présentés dans le tableau XI.

Tableau XI : Résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait des Anthocyanes de M.

vulgare
Diamétre d’inhibition+
Souches )
écart type

Escherichia coli 14+0,14
Staphylococcus saureus 18,5+0,21
Pseudomonas aeruginosa 15400
Klebsiella pneumoniae 15400

A B

Figure 28 : Zones d’inhibition de 1’extrait des Anthocyanes de M. vulgare vis-a-vis de :

a: Escherichia coli ; b:Staphylococcus aureus
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IV.13. Activité antibactérienne des différents antibiotiques sur les quatre souches

microbienne

Les résultats des différents tests de 1’activité antibactérienne des différents

antibiotiques sont présentés dans le tableau XII.

Tableau XI1 : Activité antibactérienne des différents antibiotiques sur les quatre souches

microbienne

Antibiotiques

Nom des souches

Diameétre d’inhibition

E. coli | p.aeruginosa | S .aureus | k.pneumoniae
Néomycine ( N 30) 26,540,35 16100 23,5+0,07 16,5+0,07
Trimethoprim oxacilline (TMP) 29,5+0,07 0000 23,5+0,07 00+00
Cefaxoline (CX30) 22+0,42 18,5+0,07 0000 18,5+0,07
Colistine (FIN) 0000 00+00 0000 00+00
Amoxicillin (AML 30) 00+00 0000 00+00 00+00
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-

Kk .pneumoniae

S .aureus P.aeruginosa
Figure 29 : Zones d’inhibition des différents antibiotiques vis-a-vis les souches étudiees
e Test du DMSO sur les quatre souches bactériennes

Le DMSO constitue le témoin négatif, testée sur les quatre souches bactériennes ou aucune

zone d’inhibition n’a été signalée
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Figure 30: Test du DMSO sur les quatre souches bactériennes.

Les résultats obtenus confirment une fois de plus I’efficacité des extraits des plantes
médicinales et leur pouvoir antiseptique qui vient rivaliser celui des antibiotiques. De
nombreux travaux soulignent cet effet antibactérien des principes actifs naturels. En effet,
Mubashir et al.(2009), signalent que ’extrait aqueux des feuilles de ’espece Marrubium
vulgare exerce une forte activité inhibitrice sur les souches de Staphylococcus aureus et une

activité de degré moindre sur et E. coli.

Dans notre cas, lactivit¢ des différents extraits est variables, les extraits hydro
méthanoliques et éthanoliques de polyphénols totaux ainsi que les flavonoides, les c. glycosides
et les anthocyanes ont une activité moyenne vis-a-vis de E. coli dont les diamétres moyens
varies entre 12mm et 14mm, tandis que les aglycones, ont une activité légérement plus élevées

que celle des autres extrais sur la méme souche dont le diametre moyen est 19,5 mm.

Staphylococcus aureus elle aussi ne réagit pas de la méme maniere aux différents
extraits, elle est moyennement sensible aux extraits bruts hydro méthanolique et éthanolique
des polyphénols, ainsi vis-a-vis aglycones et des c-glycosides dont les diamétres moyens se
situent entre 11,5mm et 13,5 mm, cependant elle est faiblement sensible aux flavonoides avec
un diametre moyen de 7,5mm et fortement sensible aux anthocyanes avec un diamétre

moyens de 18,5mm.

Des résultats similaires ont été obtenus par Ulukanli et Akkaya (2011), sur
Staphylococcus aureus a partir de I’extrait hydro méthanolique la partie aérienne d’une autre
espéce de Marrubium: Marrubium catariifolium.
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Quand a Pseudomonas aeruginosa, elle présente une sensibilité plus au moins
importante vis-a-vis de ces extraits, c’est également le cas de klebsiellea pneumoniae avec

des diameétres moyens entre 9mm et 15mm.

Selon une étude entreprise par Hamdani et al en 2018, 1’effet des polyphénols totaux
de la plante Raphanus sativus L, a révélé des diamétres de zones d’inhibition de 12mm,
10mm, 10mm, 9mm sur s.aureus, E.coli, P.aeruginosa et k.pneumoniae respectivement. Si on
compare nos résultats au siens on peut dire que le marrubium vulgare est doté d’une activité

antibactérienne largement élevée comparant a celle de Raphanus sativus L.

Du fait que la principale cible de ces composés naturels est la membrane bactérienne,
L’activité antibactérienne des substances naturelles s’explique par la lyse de ces membranes.
Les huiles essentielles, flavonoides, alcaloides voire méme les tanins pourraient induire une
Fuite d’ions potassium au niveau de la membrane et par voie de conséquences des lésions
irréversibles au niveau de cette membrane. Cette perméabilité au potassium est un effet

précurseur de leur mort (Rhayour, 2002).

Cette variabilité des résultats de 1’activité biologique des extraits végétaux 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.

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
I’origine de la génération de la chaleur responsable de la perte des molécules volatiles ainsi

que la décomposition et I’oxydation des molécules thermolabiles (Jones et Kinghorn, 2005).
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Marrubium vulgare est une plante médicinale trés utilisé en médecine traditionnelle.

L’étude de la partie aérienne du Marrubium vulgare a permis d’obtenir un bon
rendement en termes d’extrait brut sec (21%). L’extrait brut renferme une teneur en phénols
totaux egal a 5,21mg EAG/g MS. La présence de plusieurs groupes de composés
polyphénoliques a été egalement révélée au cours de cette étude, notamment les anthocyanes,
les flavonoides, les aglycones et les c-glycosides, avec des rendements variables de
10%,9%,3% et 1% respectivement.

Ces principes actifs majeurs, de la plante étudiée Marrubium vulgare possédent
diverses activités biologiques telles que les activités antibactérienne et antioxydante. En effet,
de I’activité antimicrobienne évaluée par le test in vitro, il ressort que les différents extraits
possedent un pouvoir antimicrobien important sur les germes multi résistants responsables des
maladies infectieuses. L’inhibition de la croissance varie en fonction de 1’espéce bactérienne,

et de la nature du produit testé.

Les anthocyanes semblent les plus efficaces que les autres extraits vis-a-vis les
bactéries testées (Staphylococcus aureus (18,5mmz=0,21) suivie par Pseudomonas aeruginosa
et klebsiella pneumoniae avec un diamétre d’inhibition qui est de (15mm=+00) alors que sur

Escherichia coli une zone d’inhibition enregistré était de (14mmz0,14).

Les souches bactériennes testées, sont classées de trés sensibles a sensibles vis-a-vis

des extraits étudiés et les zones d’inhibition sont souvent élevées.

L’activité anti-oxydante de I’extrait hydrométhanolique de polyphénols de Marrubium
vulgare a montré un pouvoir antiradicalaire presque égal a celui de 1’acide ascorbique qui est
de (IC50= 0.52mg/ml) et (IC50= 0.50mg/ml) respectivement. Ce qui nous permet de suggérer

I’utilisation des extraits de cette plante comme conservateurs alimentaires.

Les résultats obtenus mettent en exergue, 1’effet prometteur des composés phénoliques

de la partie aérienne du Marrubium vulgare quant a leur pouvoir antibactérien et antioxydant.

En perspectives, les résultats obtenus de 1’é¢tude de I’activité antimicrobienne
confirment que les composés phénoliques pourraient bien rivaliser les produits chimiques
synthétiques. Néanmoins, la purification et ’identification des différents phénols ayant une
activité antiseptique restent fortement recommandées pour approfondir non seulement les

connaissances sur les différentes molécules pourvues de cette activité mais aussi pour cerner
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d’une maniere plus fine les différentes actions possibles de ces composés et leur synergie.
Ceci permettra dans le futur la synthése de molécules potentiellement actives et des

applications in vivo dans le traitement des certaines pathologies pourraient étre envisagées
pour valider ces premiers résultats.
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ANNEXE 1

Materiels utilisés

Etuve 37°C MEMMERT

Spectrophotometre (MEDLINE)

Bain marie

Autoclave de paillasse
(WEBECO)

Plaque chauffante (RYPA)

Balance de précision 0,001g (KERN 770
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ANNEXE 2

Milieux de culture utilises - Gelose Mueller Hinton (M-H)

ANNEXE 3

Tableau XII1 : les souches bactériennes testées

Famille Genre et espéce Gram
Enterobacteriacées Escherichia coli ATCC L
Négatif
25922
Enterobacteriacées Klebsiella pneumoniae Négatif
ATCC 25955
Staphylococcacées Staphylococcus aureus Positif
ATCC 25923
Pseudomonadacees Pseudomonas aeruginosa Négatif
ATCC 27853 g
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Liste des solvants et réactifs utilisés

Acidegallique

Méthanol

Ethanol

RéactifFolin-Ciocalteu

Chlorureferrique

n-butanol

I’éther di-éthylique

I’acétate

I’HC1

ANNEXE 5

Absorbance a 765 nm
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique




RESUME

Parmi les plantes médicinales recensées aupres des populations et bénéficiant de bonnes
renommées thérapeutiques et qui de ce fait devront étre mises a I’épreuve d’investigations
sérieuses de décryptages chimiques et biologiques, le Marrubium vulgare. Afin d’apporter les
preuves de son innocuité et de rendre son utilisation plus efficiente, une étude a été réalisée,
ou les activités biologiques antimicrobienne et antioxydante ont été déterminées.

L’étude a permis d’isoler les principaux métabolites secondaires notamment, les flavonoides,
les aglycones, anthocyanes, c-glycosides et les polyphénols totaux, a partir de la partie
aérienne du Marrubium vulgare, récoltée dans la région de Bouzeguene, la wilaya de Tizi-
Ouzou.

La drogue est dotée de divers composés chimiques avec des rendements variables selon le
type de I’extrait. Un rendement de polyphénols de 5.21 mg EAG/gMS est obtenu par 1’extrait
brut hydro méthanolique.

Les différents extraits de la partie aérienne de la plante étudiée ont donné un pouvoir
antimicrobien satisfaisant a savoir : I’extrait hydrométhanolique qui est le plus active contre
Pseudomonas aeruginosa avec un diamétre d’inhibition de (15mm+0.14) suivie par
Escherichia coli sur la qu’elle nous avons enregistré une zone d’inhibition de (14mmz0.07)
alors que sur Staphylococcus aureus et klebsiella pneumoniae les zones d’inhibition étaient
respectivement de (12,5mm=0.21) et (10.5mmz=0.07). Pour lI'extrait éthanolique et les
flavonoides étaient a leur tour actifs que sur Escherichia coli avec un méme diameétre
d’inhibition qui est de (12.5mm=0.07) et sur Staphyloccus aureus avec une zone d’inhibition
de (11.5mm=0.07) ; (7.5mmO0.07) respectivement.

En ce qui concerne les anthocyanes, ont montré un trés bon pouvoir antimicrobien avec un
diamétre d’inhibition important sur Staphyloccus aureus (18.5mmz0.21) suivie par
Pseudomonas aeruginosa et klebsiella pneumoniae avec un méme diamétre d’inhibition qui
est de (15mm=0.07), alors que sur Escherichia coli était de (14mm=0.14).

L’évaluation de I’effet antibactérien des C-glycosides de cette plante a montré un effet
inhibiteur important sur Escherichia coli et Staphyloccus aureus avec une zone de
(19.5mm=0.07) et (13.5mm=0.91)respectivement, tandis que les aglycones étaient légerement
actifs sur les souches testées ou nous avons enregistré un diamétre d’inhibition de
(12.5mm=0.07) sur Staphyloccus aureus et klebsiella pneumoniae, alors que cette zone était
de (10.5mmz0.07) et (09mmz=0.04) sur Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa
respectivement.

L’activité antiradicalaire a montré que les polyphénols sont dotés d’un pouvoir antioxydant
Elevé avec un IC50 = 0,50mg/ml.

Mots clés : Marrubium vulgare, activité antimicrobienne, Antioxydant, polyphénols,
flavonoides, 1C50.



ABSTRACT

Among the medicinal plants identified with the populations and benefiting from good
therapeutic renames and which thus will have to be tested of serious investigations of
chemical and biological decodings, the Marrubium vulgare. In order to provide evidence of its
safety and to make its use more efficient, a study was carried out, where antimicrobial and
antioxidant biological activities were determined.

The study made it possible to isolate the main secondary metabolites especially, flavonoids,
aglycones, anthocyanins, C-glycosides and total polyphenols, from the aerial part of the
Marrubium vulgare, harvested in the Bouzeguene region, the department of Tizi-Ouzou.

The drug is endowed with various chemical compounds with varying yields depending on the
type of the extract. A yield of polyphenols of 0.63 mg EAG/GMS is obtained by the crude
Methanolic extract.

The different extracts from the aerial part of the studied plant gave a satisfying antimicrobial
power to know : The most active hydromethanolic extract against Pseudomonas aeruginosa
with an inhibition diameter of (15mm £ 0.14) followed by Escherichia coli on which we
recorded an inhibition zone of (14mm % 0.07) while on Staphyloccus aureus and Klebsiella
pneumoniae the inhibition zones were (12, 5mm + 0.21) and (10.5 mm £ 0.07) respectively
for the ethanol extract and the flavonoids were in turn active only on Escherichia coli with the
same diameter Inhibition of (12.5 mm + 0.07) and Staphyloccus aureus with an inhibition
zone of (11.5 mm % 0.07); (7.5 mm 0.07) respectively.

With regard to anthocyanins, showed very good antimicrobial power with a large inhibition
diameter on Staphyloccus aureus (18.5 mm £ 0.21) followed by Pseudomonas aeruginosa and
Klebsiella pneumoniae with the same inhibition diameter which is (15mm % 0.07) while on
Escherichia coli was (14mm % 0.14).

Assessment of the antibacterial effect of C-glycosides of this plant showed a significant
inhibitory effect on Escherichia coli and Staphyloccus aureus with an area of (19.5 mm %
0.07) and (13.5 mm = 0.91), respectively, whereas Aglycones were Slightly active on the
strains tested where we recorded an inhibition diameter of (12.5 mm + 0.07) on Staphyloccus
aureus and Klebsiella pneumoniae, whereas this area was (10.5 mm = 0.07) and (09mm
0.04) on Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, respectively.

The antibacterial effect varies depending on the nature of the strain and the substance tested.

Antiradical activity has shown that polyphenols have an antioxidant power elevated with a
IC50 = 0, 50mg/ml.

Key words: Marrubium vulgare, antimicrobial activity, antioxidant, polyphenols, flavonoids,
IC50.
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