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Introduction générale

Depuis que I'homme est sur terre, il utilise les plantes qui poussent autour de lui pour se
nourrir et se soigner.

Dans le monde, 80% des populations ont recours a des plantes médicinales pour se
soigner et traiter certaines maladies (diabéte, cancer, la grippe, hypertension,...) [1].

En Algérie, comme dans tous les pays du Maghreb et les pays en voie de
développement, le recours a la médecine traditionnelle est largement répandu, et plusieurs
remedes a base de plantes utilisés individuellement ou en combinaison sont recommandes [2].

En effet, le régne végétal est une source jugée inépuisable de molécules pouvant
présenter un intérét thérapeutique. Dans ce contexte, une grande partie de I’intérét des
recherches actuelles porte sur I’étude des métabolites secondaires qui constituent souvent les
principes actifs des plantes médicinales et I’évaluation de la valeur thérapeutique de ces
métabolites sur laquelle I’industrie pharmaceutique s’appuie largement pour le
développement de nouveaux médicaments.

Marrubium vulgare L (marrube blanc) est utilisé dans plusieurs pays dans le traitement
des inflammations, de la gastroentérite et des troubles respiratoires (asthme). Cette espece
posséde également des propriétés hypotensives, antioxydants et insecticides [3].

En Algérie, le marrube blanc est utilisé en médecine traditionnelle contre la diarrhée, le
diabete, le rhumatisme, le rhume et les douleurs respiratoires.

D'autre part les plantes de la famille des lamiacées dont Marrubium vulgare sont
réputées actives contre une variété de microorganismes et leur richesse en métabolites
secondaires (flavonoides, tanins ...) [4]. C'est pourquoi nous nous sommes intéressés a étudier
cette plante dans le but d'identifier ses principaux métabolites secondaires et d'évaluer son
pouvoir antibactérien et antioxydant.

Notre travail comporte une partie théorique dont recueil bibliographique sur le
Marrubium vulgare L ainsi qu'un rappel sur les métabolites secondaires et une partie
expérimentale constituée de :

e Un screening phytochimique permettant I'identification des différents constituants de
la plante étudiée.

e Extraction des tanins et des flavonoides contenus dans le Marrube blanc ainsi que leur
séparation par CCM et HPLC.

e Evaluation de l'activité antibactérienne des tanins et des flavonoides extraits.

e Etude du pouvoir antioxydants des tanins extraits vis-a-vis du radical libre DPPH.
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Chapitre | : Apercu bibliographique sur la plante étudiée : Marrubium
vulgare

1.1. Introduction

Depuis tres longtemps, les plantes médicinales jouent un réle déterminant dans la
conservation de la santé des hommes et la survie de I'humanité. Elles sont un patrimoine sacré
et précieux et constituent une réponse de choix pour fournir a I’organisme, de fagon naturelle,
les substances nécessaires pour maintenir son équilibre vital. Le marrube blanc (Marrubium
vulgare) est une plante de la famille des lamiacées connue pour étre utilisée depuis longtemps

en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies.
1.2. Historique

Dans I'Egypte de la haute Antiquité, le marrube était déja reconnu pour ses propriétés
apaisantes contre la toux. On s'en servait également comme insectifuge et comme antidote
contre plusieurs poisons.

Les Grecs de I'Antiquité l'utilisaient contre les morsures de chiens enragés.

En médecine ayurvédique (Inde), chez les aborigenes d'Australie et les Amérindiens
d’Amérique du Nord, le marrube servait a traiter les infections des voies respiratoires.

John Gerard, herboriste élisabéthain du XVI°siecle, le recommandait contre les
sifflements respiratoires.

Pour Jean-Emmanuel Gilbert (1741-1814) homme politique et botaniste francais, le
marrube blanc est considéré, dans son livre paru en 1798, "I'Histoire des plantes d'Europe”,
comme I'une des meilleures plantes d'Europe.

Cependant, en Europe, la plante est toujours inscrite dans les Pharmacopées nationales :
on y fabrique nombre de sirops et de pastilles qui en renferment.

Jusqu'en 1900, la Pharmacopée des Etats-Unis reconnaissait I'usage du marrube pour

traiter les infections des voies respiratoires [5].
1.3. Genre Marrubium

Marrubium vulgare ou marrube blanc (Fig.01) est une espéce trés répandue dans le
bassin méditerranéen et utilisé pour ses vertus thérapeutiques [6]. En Algérie, on retrouve 6
especes différentes au sein de ce méme genre : Marrubium vulgare, Marrubium supinum,
Marrubium peregrinum, Marrubium alysson, Marrubium alyssoides Pomel et Marrubium
desserti de Noé [7].
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Chapitre | : Apercu bibliographique sur la plante étudiée : Marrubium
vulgare

Fig. 01 : Marrubium vulgare L.
1.3.1. Présentation et description botanique

C’est une plante herbacée pérenne de couleur grisatre qui peut atteindre 25 a 45 cm de
hauteur et qui présente une légeére ressemblance avec la menthe. Les tiges carrées sont simples
ou ramifiées, droites ou Iégerement couchées a la base, blanches et cotonneuses. Les feuilles
duveteuses sont opposées, pétiolées, ovales-arrondies, bordées de dents inégales, ridées et
blanchatres. Les fleurs sont petites, blanches, sessiles, disposées en verticilles serrés et
globuleux dans toute la partie supérieure de la tige et des rameaux, et a I’aisselle des feuilles
supérieures. La corolle posséde deux lévres, la lévre inférieure est trilobée et la supérieure
possede deux lobes. Quatre étamines sont cachées dans le tube de la corolle. Le calice est velu
a 10 dents courtes et crochues. Enfin, quatre petits akenes sont cachés a la base du calice

persistant. Ils sont lisses et glabres et madrissent en automne (Fig. 02) [8].

5 pétales
2 supéneures et
3 inféneures

S sépales H"go'!l

oKy _-: . O] [ “"- N N
’ A e | SN
g8 e i i _-'2'-1-_ g
] a1 2 l-\\__\j". 4 > :
- B - - a3
Marrubium ] A m' e, ﬁ_ uit de o
1} ~Tige quadrangulaire type Tétrakéne

vulgare

Fig. 02 : Description botanique de Marrubium Vulgare L.
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Chapitre | : Apercu bibliographique sur la plante étudiée : Marrubium
vulgare

l. 3. 2. Le nom vernaculaire

Les noms donnés a la plante sont les suivants :
Nom scientifique : Marrubium vulgare L [9].
En Algérie : Marrioua [9].

En francais : Marrube blanc [7].

En anglais : Horehound [7].

Au Maroc : Merriwt [10].

En Tunisie : Marroubia [11].

En Italien : Marrubbio [7].

Nom allemand : Weisser andron [12].

Nom espagnol : Marrubie [13].

I. 4. Localisation et répartition

Elle pousse dans toute I’ Afrique du Nord et presque dans toute I’Europe, au centre et au
Sud-ouest de I’Asie et aux Canaries [14]. Elle est naturalisée dans I’Amérique du Nord et
dans I’Ameérique du Sud [15].

1.5. Composition chimique

On y trouve des diterpenes amers de la série des furanolabdanes et surtout des composés
de lactones : marrubiine principalement et son précurseur pré uranique, la prémarrubiine, mais
aussi du perégrinol, du vulgarol, du marrubénol et du marrubiol.

Il 'y a également des Hétérosides flavoniques du quercétol, de la lurtéoline ou de
I’apigénine, mais aussi des lactoylflavones, et quelques dérivés de I’acide ursolique.

En outre il y a des tanins spécifiques des Lamiacées et dérives de I’acide
hydroxycinnamique (jusqu'a 7%) (Acide cholorogénique, caféique, caféylquinique, mais
absence d’acide rosmarinique). Toutefois la présence d’une faible quantité d’huiles
essentielles comportant différents composés mono terpéniques (moins de 1% : a-pinéne,

campheéne, limonéne) [6].
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Chapitre | : Apercu bibliographique sur la plante étudiée : Marrubium
vulgare

I. 6. Utilisation de la plante

Le marrube blanc est tres utilisé en médecine traditionnelle comme expectorant,
antispasmodique, antidiabétique et en cas d’infections respiratoires. Il est aussi employé pour
combattre la cellulite et I’obésité [16]. Plusieurs de ces utilisations traditionnelles ont éte

confirmées par des essais scientifiques [17].
1.7. Contre-indications et effets indésirables

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

plante.
1.8. Travaux antérieurs

Certains travaux ont été réalisés sur I’espece Marrubium vulgare qui ont révélé la
présence de plusieurs metabolites secondaires dans la partie aérienne tels que les diterpenes
dont la marrubiine responsable de la majorité des propriétés biologiques de cette espece [18],
les flavonoides [19], ainsi que plusieurs phenylpropanoides esters tels que verbascosides [20].

Une autre étude effectuée sur I’extrait méthanolique des parties aériennes de Marrubium
vulgare a permis d'identifier deux produits phenylethanoidique : le Marruboside et le
Marruboside acétylé [21].

L'étude de I’activité antibactérienne des tannins extraits des feuilles de Marrubium
vulgare a révélé que ces composés possedent un pouvoir antibactérien important vis-a-vis des
souches bactériennes pathogenes et multi résistantes : Pseudomonas aeruginosa et

Staphylococcus aureus [6].
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Chapitre Il : Les métabolites secondaires

l. 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. Ce
sont des molécules qui ne participent pas directement au développement des plantes mais
plutdt interviennent dans les relations avec les stress biotiques, abiotiques ou améliorent

I’efficacité de reproduction [22].
I1. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes produits en trés
faible quantité, On peut les classer en trois grands groupes : les composées phénoliques, les
terpénes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de

composés qui possedent une trés large gamme d'activités en biologie humaine [23].
I1.1. Les composes phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires largement
répandus dans le regne végétal [24], caractérisés par la présence d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé
dans une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside,....etc

Ils sont présents dans tous les fruits et légumes [25]. Plus de 8000 structures ont été
identifiées a partir de simples molécules comme les acides phénoliques, jusqu'aux substances
hautement polymérisées comme les tanins [26].

Ces molécules constituent la base des principes actifs trouvés au niveau des plantes

médicinales. Ils possédent un effet antioxydant, antibactérien et antifongique [27].
» Structure chimique

La structure chimique des polyphénols est comparable a tous les polyphénols. Ils sont

caractérisés par un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. (Fig. 03) [28].
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Chapitre Il : Les métabolites secondaires

Groupe hvdroxvle » OH

Novau aromatique — i\:fj

Groupe phénol

Fig. 03 : Structure de base des polyphénols

Les principales classes de composes phénoliques sont : les acides phénoliques, les flavonoides

et les tanins.
11.1.1. les flavonoides

Désigne une tres large gamme de composés naturels, ils sont considérés comme des
pigments quasiment universels des végétaux souvent responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles. A I’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent
sous forme d'hétérosides.

Du point de vue structural, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de

molécules. En effet plus de 6400 structures ont été identifiée [29].
» Structure chimique et classification

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyrene [30]. Leur structure de base est celle
d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (Cs-C3-Cs), constitué de deux noyaux
aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne la
lettre C (Fig.04) [31].
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Chapitre Il : Les métabolites secondaires

Fig. 04 : Structure générale du noyau des flavonoides [32].

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes sont:

Flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanes [33].
11.1.1.1. Localisation et distribution

Les flavonoides possedent une large répartition dans le monde végetal, ils sont
distribués dans les feuilles, les graines, I’écorce et les fleurs des plantes [34].

Les formes hétérosidiques des flavonoides, s’accumulent dans les vacuoles et selon les
espéces, elles se concentrent dans I’épiderme des feuilles ou se répartissent entre I’épiderme
et le mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques
[32].

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, ils peuvent étre

regroupés en plusieurs classes selon le degré d'oxydation du noyau pyranique central.
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Le tableau 01 : les Principales classes des flavonoides [6].

Classes Structures chimiques R3' | R4 R5' | Exemples

H OH H Apigénine

Flavones OH | OH H | Lutéoline
OH |OCH3 | H Diosmétine
H OH H Kaempférol
Flavanols OH | OH H | Quercétine
OH | OH OH | Myrecétine
Flavanols OH | OH H Catéchine
H |OH H Naringénine
Flavanones

OH | OH H Eriodictyol

H OH H | Pelargonidine

Anthocyanidines oH | oH H | Cyanidine

OH | OH OH | Delphénidine

R7 R5 | RY R4’

Isoflavones @‘

i © OH | OH OH | Genisteine
RS 2 R4

OH | O-Glu | H Daidzeine
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I1.1. 2. Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variées, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est liée a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000
Da [35].

11.1.2.1.Localisation et distribution

Les tanins sont tres répandus dans le régne végétal, mais ils sont particuliérement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les fagacees, les rosacée [36].
Ils peuvent exister dans divers organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les

graines [37].
11-1-2-2-Classification

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

hydrolysables et les tanins condensés [32].
a-Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature de

ce dernier, on distingue: les tanins galliques, et les tanins ellagiques (Fig.06) [35].
a-1-Tanins galliques (Gallo tanins)

Ils donnent par I'nydrolyse des oses et de I'acide gallique.
a-2- Tanins ellagiques (Ellagitanins)

Ils sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique [35].
b-Tanins condensés

Les tanins condenses sont des polymeres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols,

le plus souvent épicatéchine et catéchine. Les tanins condensés sont des molécules non
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hydrolysables, leur structure est voisine de celle des flavonoides est caractérisée par I’absence
de sucre (fig.05) [35].

Fig.0 5 : Tanin condensé [38]. Fig. 06 : Tanin hydrolysable [38].

11.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d'origine végétale, azotée, a caractere
alcalin. lls possedent des structures hétérocycliques et se retrouvent dans environ 20% de
toutes les especes de plantes [39].

Leurs structures moléculaires sont complexes, douées des propriétés physiologiques
prononcées méme a faible dose [40]. lls constituent un des groupes de métabolites
secondaires contenant plus de 10000 a 12000 structures (Fig. 06) [41].

Fig. 07 : Structure chimique des alcaloides [Morphine].
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11.3. Les terpénoides (Isoprénoides et Stéroides)

Les terpénoides sont des métabolites secondaires synthétises par les plantes, organismes
marins, les champignons et méme les animaux.

Ils dérivent d’une structure de base a cing carbones (CsHs), communément appelée
isopréne (Fig. 07). Selon le nombre répétitif de cette unité, les terpénoides sont classes en :

monoterpénoides(Caio), sesquiterpénoides (Cis), et diterpénoides (Czo) [6].

H1C CH
C—C
74 N
HoC ¥

Fig. 08: Structure de I’isopréne (CsHs).
11.3. Les saponosides:

Les saponosides constituent un vaste groupe d’hétérosides trés fréquents chez les
vegétaux. Ils sont caractérisés par leurs propriétées tensioactives. 1lIs se composent d’aglycones
non polaires liés a un ou plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires
et non polaires explique leur comportement moussant en solution aqueuse.

Les saponosides peuvent étre classes en deux groupes selon la nature de leur génine :

saponosides a génine stéroidiques et saponosides a génine triterpéniques [32].
11.4. Huiles essentielles

Il s’agit de substances particulierement aromatiques (a I’odeur généralement agréable).
En outre, elles sont souvent tres volatiles et ont donc tendance a s’évaporer facilement, ce qui
confére aux végétaux leurs parfums caractéristiques. Elles se présentent, en général en
émulsion, formant des gouttes plus ou moins grosses, qui s’écoulent a I’extérieur de la plante
par des canaux excréteurs [42]. Parmi les innombrables substances présentes dans les huiles
essentielles, on rencontre:

- des carbures terpéniques (limonene, phellandréne), des carbures saturés, des alcools
(bornéol, menthol), des phénols (thymol, carvacrol, eugénol).
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I. Matériel et Méthodes

I. 1. Materiel végétal

L’espéce sélectionnée a éte collectée dans son habitat naturel. Le Marrubium vulgare est
récolté dans la région de REDJAOUNA située a 7 Km de la ville de TIZI OUZOU entre le
mois de Mars et le mois d'Avril 2017. Le matériel végétal est séché a I’abri de la lumiére et de
I’humidité, a température ambiante afin de préserver au maximum l'intégrité des molécules.
Apres séchage, il a été broyé et stocké soigneusement dans un endroit sec en vue de I'analyser

ultérieurement (Fig.09).

Fig. 09 : Vue générale de la plante Marrubium vulgare prise dans la région de
REDJAOUNA située a 7 Km de la ville de TIZI OUZOU.
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1.2.Position systématique de la plante

L'identification de la plante a été faite par Mr : BEN GHANEM ABD ELKADIR (MAA),
Faculté des Sciences Biologiques et Agronomiques, Département Agronomie, Université
Mouloud Mammeri de T1Z1 OUZOU.

Marrubium vulgare appartient au :

Régne : Végétal

Sous régne : Plantes vasculaire

Division : Magnoliophytes

Classe : Eudicotylédones.

Sous Classe : Gamopétale.

Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiacées.

Genre : Marrubium.

Espece : Marrubium vulgare L

Nom binomial : Marrubium vulgare
1.3. Evaluation du taux d"humidité du matériel végétal

La détermination de la teneur en eau de Marrubium vulgare a été réalisée par séchage de
5 g de la plante (feuilles) fraiche introduite dans une étuve a 120°C, jusqu'a stabilisation de la
masse (environ 4h).

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

M, — M
TH=(1M—2)><100

1

M : Masse initiale d'échantillon (en g) ;
M. : Masse apres séchage (en g) ;
TH : Taux d’Humidité en %.
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1.4. Réactifs utilisés

Les différents réactifs utilisés sont enregistrés dans le tableau 02

Fournisseur Réactif Formule chimique Degré de pureté
Méthanol CH 30H 99,7 %
Ethanol C2HsOH 96%
SIGMA- ano 2Hs 0
Butanol-2 C4H7 OH 37%
ALDIRICHR e ’
Acide chlorhydrique | HCI 100%
Anhydride Acétique | C4HsO3
Dichlorométhane CHsClz 99.9%
Chloroforme CHCls
ProlaboR Acétate d’éthyle C4HsO2 100%
lodure de potassium Kl 100%
Ether de pétrole CHs-(CH2) n-CH3 100%
PanreacR Chlorure de Sodium | NaCl
Chlorure ferrique FeCls
BiochemR ) .
Acide Sulfurique H2SO4 95%-97%

Riedel de HaenR

lode

2%

1. Méthodes utilisées

I1.1. Principe de la méthode d’extraction

L’extraction est effectuée par la méthode de macération qui consiste a laisser sejourner,

c'est-a-dire a la température ambiante, un corps solide quelconque dans un liquide qui se

charge des principes solubles de ce corps.
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® Préparation de I’extrait aqueux et des extraits a polarité croissante

Les différentes étapes d’extraction sont regroupées dans la (Fig. 10).

A\ 4 A 4

L'eau distillée Ether de pétrole
(100 ml) (100 ml)
Filtration

Macération Macération
(Résidu jeté) | (24H) /Q‘f (24H)
v
- Résidu
v +Dichlorométhane

(100 ml)

Filtration Macération
- (24H)
v

Résidu +Méthanol

(100 ml)

K Filtration Macération

v

>

Fig. 10 : Protocole d’extraction du matériel vegetal
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11.2.Le screening phytochimique

Il s’agit d’une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de
précipitation effectuée sur les extraits prépares précédemment dans le but de mettre en
évidence la présence ou I’absence de certains composés chimiques : les flavonoides, les
tanins, les saponines, Stérols et triterpenes.....Ces tests sont réalisés en présence de certains
réactifs de caractérisation selon les méthodes décrites par Trease et Evans, et Harborne [43].

® Tests phytochimiques
» Amidon
Le test effectué consiste a : Chauffer 5 ml de I’extrait (aqueux, éther de pétrole,
Dichloromeéthane, méthanol) avec 10 ml d’une solution de NaCl saturée dans un bain marie
jusqu’a I’ebullition ; Ajouter le réactif d’amidon. Un test positif est révélé par I’apparition
d’une coloration bleue violacée [9].
» Saponosides
Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse [5]. Leur détection est
réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml de I’extrait. Apres agitation, laisser reposer le
mélange pendant 20 minutes, et la teneur en saponosides est évaluée:
Pas de mousse = test négatif
Mousse moins de 1cm = test faiblement positif
Mousse de 1-2 cm = test positif
Mousse plus de 2 cm = test tres positif
» Tanins
La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a 1 ml de I’extrait (aqueux,
Ether de pétrole, Dichlorométhane, méethanol) 1ml d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls
diluée 10 fois.
L apparition d’une coloration verte foncée ou bleu-verte indique la présence des tanins
[40].
» Flavonoides
La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml de I’extrait (aqueux,
Ether de pétrole, Dichloro méthane, méthanol) avec 1 ml d’HCI concentré, et 0,59 de tournure
de magnésium.
La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se

développe aprées 3 minutes [23].
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» Alcaloides
Dans deux tubes a essai, introduire 1 ml de I’extrait a analyser (aqueux, éther de pétrole,
Dichloro méthane, méthanol). Acidifier le milieu par quelques gouttes de HCI, et ajouter
guelques 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 révele
la présence d’alcaloides [41,42].
» Stérols et triterpenes : La réaction de Lieberman Burchardt
Dans un tube a essai, introduire 5 ml de I’extrait a analyser (aqueux, éther de pétrole,
Dichloro méthane, méthanol), ajouter 5ml d’anhydride acétique, 5ml de chloroforme et 1 ml
d’acide sulfurique 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 révélent la présence de stérols et triterpenes
[40].
» Terpénoides : Test de Slakowski
Dans un tube a essai, ajouter a 2,5ml d’extrait (aqueux, éther de pétrole, Dichloro
méthane, méthanol) 0,4ml de chloroforme et 0,6ml d’acide sulfurique concentré. La
formation d’un anneau marron-rouge a I’interphase indique la présence des terpénoides
[41,42].
» Glycosides cardiaques
2 ml de chaque extrait (aqueux, éther de pétrole, Dichloro méthane, méthanol) a été
dissous avec 2 ml de chloroforme, I'acide sulfurique concentré a été ajoutée avec précaution
pour former une couche rougeéatre foncée a l'interface de I'anneau stéroide, qui indique la
présence de glycosides cardiaques.
» Anthocyanes
Les anthocynes sont revélés par I’ajout de 1 ml d’extrait (aqueux, éther de pétrole,
Dichloro méthane, méthanol), 3 ml de H.SO4 concentré et 1 ml de NH4OH, si la coloration
s’accentue par acidification puis vire au bleu en milieu basique, on peut conclure la présence
des anthocyanes.
11.3. Extraction des flavonoides
5¢g de la drogue (feuilles) est macérée pendant 24 heures a température ambiante, dans
un mélange méthanol/eau (70:30 v/v) respectivement. 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 a I’aide d’un rota vapeur. Aprées I’évaporation du solvant, I’extrait
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sec est pesé puis solubilisé dans 10 ml d’H.0. Enfin, la liqueur est épuisée dans une ampoule
a décantation en trois étapes successive par I’éther, I’acétate d’éthyle et n-butanol. Les extraits

butanolique et I’acétate d’éthyle est ensuite évaporé a I’aide d’un rota vapeur. Le résidu est
ensuite conservé a une temperature de 4°C (Fig. 11).

Collection
des 3 filtrats

Epuisement du
matériel végétal
3 fois par (éther de

v pétrole /acétate

d’éthyle/2 butanol

Fig. 11 : Protocole d'extraction des flavonoides de marrube blanc.
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11.4. Extraction des tanins

D’apres la méthode de Sowunmi et al. [44]; qui consiste & faire macérer 5g de drogue
séchée pendant 24 heures sous agitation magnétique dans un mélange d’éthanol et d’eau
bouillante (20ml/50ml). Apres filtration La liqueur obtenue est épuisée dans une ampoule a
décantatée plusieurs fois par le chloroforme. Apres I’évaporation de la phase organique, le

résidu est repris par 10 ml de méthanol. Les différentes étapes de I’extraction des tanins sont

représentées dans la figure suivante (Fig. 12).

20 ml d’éthanol+
50 ml de deau Filtration
bouillante (24h) v

Décantation 3 fois par ‘
(10 ml chloroforme)

Evaporation par le l
Rota vap

eur i i

Reprise par 10 ml ‘
méthanol

Fig.12 : Schéma des différentes étapes suivies lors de I'extraction des tanins.
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11.5. Rendement des extraits tannique et flavonoidique

Le rendement des extraits tannique et flavonoidique 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% = € 100
° T Ms

R% : Rendement en %.
Me: Masse de I’extrait apres I’évaporation du solvant.

Ms : Masse de la plante séche.
11.6. Séparation des flavonoides par Chromatographie sur Couche Mince

e Principe de la méthode
Afin d'avoir une idée sur la composition chimique de nos extraits, nous avons effectué
un criblage phytochimique par CCM. C’est une technique analytique utilisée au cours de la
séparation et de I’identification des métabolites. Elle repose principalement sur le phénoméne
d’adsorption et s’applique aux molécules pures, aux extraits et aux échantillons biologiques.
La séparation s’effectue par migration des molécules a travers la phase stationnaire dans
un solvant ou un mélange de solvants appropriés (phase mobile) [45].
e Le choix de la phase mobile
Plusieurs systemes de solvants sont exploités durant cette manipulation, le choix de
systeme est basé sur ceux qui donnent les meilleures séparations (migrations).
Pour avoir les empreintes flavoniques et tannique des deux extraits et avoir une idée sur
les bons systemes de separation et isolement. On a essaye plusieurs systéemes solvants et on a
gardé celui qui donne autant de taches.
Les flavonoides extraits dont le systeme choisis (phase mobile) est un mélange
d’Acétate d’éthyle, de méthanol et d’eau (5V/2V/1V).
e Révelation
La révelation est faite sous une lampe a UV (Ultra Violet) qui met en évidence la
présence des flavonoides. La confirmation de la présence des flavonoides a été réalisée par
I’ajout de Chlorure d'aluminium (AICI3) a 2 % préparé dans le méthanol a 95°. Le chlorure
d'aluminium provoque le changement de la couleur des taches obtenues.
Le comportement d’une molécule particuliéere dans un systeme donné est exprimé par son

rapport frontal Ry, calculé par la formule suivante :
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Rf=

o =

d : la distance parcourue par la molécule ;

D : la distance parcourue par la phase mobile (front du solvant).
11.7. Séparation des tanins par Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Apreés une série d’essais réalisée 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 I’ Acétate d’éthyle qui nous semble comme étant le meilleur éluant.

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

des taches sous UV et par le Chlorure d’aluminium (AICI3) a 2 %.

11.8. Analyse des extraits par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC)

Cette analyse a été réalisée par un appareil HPLC (SHIMADZU LC20).

20 pl de chaque extrait ont été injectés sur une colonne de type phase inverse C18, de
dimensions égales a 125x 4.6 mm. La phase mobile est constituée de trois éluants : I’eau
distillée, méthanol, acide acétique (50 : 47 : 2.5) (v/v/v), le gradient d’élution applique est de
type isocratique étalé sur 10 min. Le débit est de 1 ml/ min [46].

La detection a été effectuee par un détecteur UV-Vis a une longueur d’onde (280 nm).

11.9. Activité antibactérienne

Ce test est réalisé au niveau du Laboratoire de Recherche Microbiologie, Faculté des
Sciences Biologiques et Agronomiques, Deépartement Biologie, Université Mouloud
Mammeri de T1Z1 OUZOU.

Extraits de Marrubium vulgare

Deux extraits ont été testés dans cette partie, un extrait flavonoidique et un extrait
tannique. Les solutions des extraits sont préparées dans le DMSO. Les dilutions sont
préparees de facon a obtenir des concentrations au 1/2, 1/4 et 1/8 a partir de la solution mére.
Souches testées

Quatre souches bactériennes ont été choisies pour leur haute pathogenicité et leur multi
résistance. Ce sont des espéces Gram négatif /ou Gram positif, il s’agit de : Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus (Tableau 03).
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Tableau 03 : Liste des souches bactériennes utilisées.

Famille Genre et espéce Gram
Enterobacteriacées Escherichia coli Négatif
Staphylococcacées Staphylococcus aureus Positif

Pseudomonadacées Pseudomonas aeruginosa | Négatif

Bacillaceae Bacillus cereus Positif

Méthode utilisée

Le pouvoir antibactérien des deux substances naturelles extraites des feuilles de
Marrubium vulgare a été déeterminé sur un milieu : gélose de Muller Hinton. Pour ce faire,
nous avons utilisé la technique de diffusion sur milieu solide [47]. C’est une méthode
similaire & celle de I’antibiogramme qui consiste a déterminer la sensibilité d’une souche
microbienne vis-a-vis d’un ou de plusieurs produits. L’activité antibactérienne est determinée
en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque de papier wattman
imbibés dans I’extrait a différentes concentrations [48].
a- Repiquage des souches bactériennes

Les souches bactériennes a tester ont été repiquées par la méthode des stries dans des
boites de pétri contenant de la gelose nutritive, puis incubées pendant 24 h a 37°C afin
d'obtenir des colonies isolées.
b- Préparation de I'inoculum

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 fagcon 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 spectrophotomeétre.
c- Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles. Ces

derniéres sont séchées pendant 30 min & une température ambiante avant leur emploi.
d- Ensemencement

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage en stries serrées. En tournant la boite
d’environ 60°, I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogeéne

des bactéries sur les boites.
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Molécules de références : antibiotique

La gentamicine est un antibiotique de la famille des aminoglycosides utilisé pour traiter
divers types d'infections bactériennes, en particulier celles provoquées par des bactéries
a Gram-négatif.

Le méropénem (Belgique, Suisse) ou méropeneme (France) est un antibiotique de la
classe des carbapénémes. En 2008, le laboratoire Astra Zeneca a obtenu, auprés des autorités
francaises, une nouvelle AMM pour traiter Pseudomonas aeruginosa et Burkholderia
cepacia dans cette situation.

11.10. activité anti oxydante

» Principe :
En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH- (2,2-Diphényl-1-picryl

Hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2,2-Diphényl-1-picryl hydrazine de couleur jaune

(Fig. 13) [49].
. 0 - O
N | "

0, e | P N—N

NOj 2

Forme libre Forme reduite

Fig. 13 : Forme libre et réduite de DPPH: [50].
» Mode opératoire
Un volume de 40 pl, de chague échantillon de chacune des concentrations 8,4, 1,0.125,

0,0781 mg/ml, est ajouté a 2ml d’une solution de radicaux DPPH- dissout dans le DMSO
Le mélange est laissé pendant une heure a température ambiante et a I’abri de la lumiére
L’absorbance obtenue pour chaque produit testé est comparée a celle obtenu pour I’acide
ascorbique pris comme contréle positif.

La detection a été effectuee par un détecteur UV-Vis a une longueur d’onde (517 nm).

L’evaluation de I’activité antioxydante en utilisant la méthode de DPPH: est exprimee

en pourcentage d’inhibition selon la relation suivante :
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% d’inhibition = [(Ao-A1)] /Aoc] x100 ou

Ao : absorbance du contrdle (solution de DPPH sans extrait).
A : absorbance en présence de I'extrait.
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Chapitre VI : Résultats et discussion

|. Résultats

I.1. Taux d’humidité de la plante

TH = 65.4 %

Le taux d’humidité évalué pour les feuilles de Marrubium vulgare est de 65.4 %.
Ceci signifie que plus de la moitié du poids de la plante que nous avons utilisé est constituée

d’eau.
1.2. Résultats de screening phytochimique

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau Ne 04:
Tableau 04 : Résultats de tests phytochimiques.

Partie aérienne Marrubium vulgare

Les tests phytochimiques Extrait Extrait Extrait de | Extrait
aqueux éther de | dichlorométhane | méthanoliq
pétrole ue
Métabolites | Réactifs Résultats

secondaires

Flavonoides | Mg™* +++ - - ++
Tanins FeCls +++ - - ++
Stérols et | Réaction de | - - - -
Triterpénes | lieberman et
Burchardt
Stéroides Anhydride + - - +
acetique
+
H2SO4
Amidon NaCl - - - -
Saponosides | Test de | + - - +
mousse
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Anthocyanes | H2SO4 - - - -

+

NH4OH

Glycosides Chloroforme | - - - -
cardiaques | +
H2SO4

Terpénoides | Test de | + - - +

Slakowski

Alcaloides Mayer - - - -

Wagner - - - -

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif,

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
quelques métabolites secondaire (Tanins, flavonoides, Terpénoides, Saponosides) au niveau
des tissus végétaux de la plante étudiee. La détection de ces composes chimiques est basee sur
des essais de solubilité des constituants, des réactions de précipitation, un changement de
couleur.

Les résultats obtenus des tests phytochimiques, des différentes préparations de la partie
aérienne du M. vulgare, ont révélé la richesse de cette plante en tanins, flavonoide, Stéroides,
des terpénoides et saponosides dans les extraits méthanolique et aqueux.

Par contre, les tests des Stérols et Triterpénes et des Anthocyanes sont marqués négatifs
dans les différentes préparations.

De méme, nous avons enregistré que les extraits éther de pétrole et dichlorométhane

sont trés pauvres en métabolites secondaires.

1.3. Rendement

> Rendement de flavonoides

Le rendement des flavonoides dans la fraction d’acétate d’éthyle au niveau des feuilles

correspond a un pourcentage égal a 9,4 % et dans la fraction butanolique a 13,4 % (Fig.14).
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Fig.14 : 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
séparer les composes 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 la teneur la plus élevée est dans
la fraction butanolique que dans la fraction d’acétate d’éthyle; d’ou on conclue que le butanol
est le solvant le plus adapté a I’extraction des flavonoides, ces résultats sont en rapport avec

ceux obtenus dans I’étude du Marrubium vulgare de la région d’El Taref [22].

> Rendement des tanins

Le rendement des tanins au niveau de la drogue des feuilles est exprimé en pourcentage.
Le chiffre calculé semble éleve, il est de I’ordre de 19 %. L’espece de Marrubium vulgare
étudiée renferme en plus des flavonoides, des quantités assez importantes en tanins

(Fig.15).Ces résultats sont meilleures par rapport a ceux obtenus dans I’étude de Djahra [6].
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B composés réstants

M tanins

I.4. Chromatographie sur couche mince

> flavonoides

Les résultats obtenus par la CCM sont résumés dans le tableau Ne 05

Fig.15 : Rendement en tanins des feuilles de Marrubium Vulgare.

Tableau 05 : Rapports frontaux et couleur des taches avant et aprés la révélation par le

chlorure d’aluminium AICIs pour les flavonoides

Rapports Couleur
Taches frontaux (Rf) Avant ajout | Apres ajout
d’AICl3 d’AlCl3

Taches 1 0,32 Brune Jaune
Acétate

) Taches 2 0,82 Brune Jaune
d’éthyle

Taches 3 0,95 Brune Verte

Taches 1 0,77 Brune Jaune

Butanol Taches 2 0,85 Brune Jaune

Taches 3 0,93 Brune Verte
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La séparation par CCM de I’extrait d’acetate d’éthyle obtenu a montré la présence de
trois taches ayant des rapports frontaux différents 0,32; 0,82; 0,95, et que Iextrait
butanolique a décelé aussi trois taches de la méme couleur ayant les rapports frontaux 0,77 ;
0,85;0,93.

La confirmation de la présence des flavonoides est faite par I’ajout de chlorure
d'aluminium (AICI3) a 2 % dilué dans du méthanol a 95°. Ce dernier provoque en présence
des flavonoides un changement de couleur des taches vers le jaune, jaune vert ou ocre.
(Fig.12). En effet, les flavonoides possédent un groupement hydroxyle libre en position 5
susceptible de donner, en présence de chlorure daluminium un complexe jaunatre par
chélation de I'ion AI**. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de
flavonoides présents dans l'extrait.

1.5. Chromatographie sur couche mince des tanins

Tableau 06 : Rapports frontaux et couleur des taches avant et apres la révélation par le

chlorure d’aluminium AIClIs

Couleur
Rapports i S
Taches Avant ajout Apres ajout
frontaux (Ry)
d’AlCls d’AlCls
Taches 1 0,65 Brune Jaune péle
Tanins Taches 2 0,85 Brune Jaune
Taches 3 0,95 Brune Verte
Acide gallique Taches 1 0,65 Brune Brune

Les taches obtenues sont en nombre de trois avec des rapports frontaux compris entre
0,65 et 0,95, toutes de couleur brune. L’ajout du réactif de Chlorure d’Aluminium AICl; a
provoqué une modification de la couleur des taches. Les couleurs ont viré du brun a la jaune
pale, jaune et vert. Ces différentes couleurs obtenues confirment la nature des molécules
tanniques.

L’utilisation de I’acide galligue comme une référence indique que la premiére tache de

I’extrait tannique revient a I’acide gallique.
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1.6. Résultats des analyses par HPLC des extraits flavonoidique et tannique
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Fig. 16 : Chromatogramme HPLC de I’extrait flavonoidique d’acétate d’éthyle de Marrubium
vulgare.
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Fig. 17 : chromatogramme HPLC de I’extrait tannique de Marrubium vulgare.
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Les profils HPLC représentés ci-dessus montrent des composés mentionnés par leurs
pics et leurs temps de rétention dans les spectres des deux extraits étudieés.

L extrait flavonoidique est représenté par un chromatogramme diviseé également en trois
partie dont les pics majoritaires sont au nombre de deux et ayant des temps de rétention de

1,63 et 2,28 min

Le chromatogramme de I’extrait tannique est moins étoffé en molécules tanniques, il est
représenté par trois pics entre 1,60 et 6,37 min dont un pic majoritaire avec un temps de
rétention de 1,72 min.

1.7. Résultats des tests microbiologiques

L’évaluation de I’activité antibactérienne des flavonoides et des tanins a été réalisee
par la technique de diffusion en utilisant le milieu gélosé solide (Muller Hinton). L’activité
antibactérienne est déterminée en termes de diameétre de zone d’inhibition produite autour des
disques aprés 24 h d’incubation a la température adéquate pour le développement du germe.
Lors de cette étude, I’action de deux extraits flavonoidique et tanniques de la plante vis-a-vis
des quartes souches bactériennes sont testés. Les résultats de I'évaluation antibactérienne des
extraits sont représentés sur la figure ci-dessous (fig.18).

Fig. 18 : Exemples de I’activité antibactérienne des extraits testés.
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Tableau 07 : Activité antibactérienne de I’extrait tannique sur milieu Mueller-Hinton.

Souches Diameétres des zones d'inhibition en (mm)
bacterienne Tan Tan % Tan % Tanl/8 DMSO | Témoins
testées positifs
Escherichia
) 00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 | 35,00
coli
Staphylococcus
00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 | 27,00
aureus
Pseudomonas
_ 00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 | 40,00
aeruginosa
Bacillus
cereus 07,00 08,00 07,00 09,00 00,00 | 25,00

Le tableau 07 montre une faible activité de I’extrait tannique ainsi ces différente
dilutions vis-a-vis la souche bactérienne Bacillus cereus dont les diametres des zones
d’inhibition sont 7, 8, 7 et 9 mm.

Les trois souches bactériennes Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa semblent étre non sensible ou résistante vis-a-vis I’extrait tannique et les extraits
dilués 1/2, 1/4,1/8.
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Tableau 08 : Activité antibactérienne de I’extrait flavonoidique sur milieu Mueller-

Hinton
Souches Diamétres des zones d'inhibition en mm
bactérienne Témoi
4 Flv Flv ¥ Flvl/4 Flv1/8 DMSO smoins
testees positifs
Escherichia
_ 10,00 09,00 08,00 00,00 00,00 29,00
coli
Staphylococcus
09,00 10,00 09,00 07,00 00,00 20,00
aureus
Pseudomonas
) 11,00 08,00 00,00 00,00 00,00 30,00
aeruginosa
Bacillus cereus
12,00 10,00 09,00 07,00 00,00 26,00

L’extrait flavonoidique s’est révélé actif envers toutes les souches bactériennes testées
mais avec des degrés différents. Le tableau 08 montre que la solution mére a une faible
activité vis-a-vis les souches Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus et Escherichia coli.

Les extraits dilués (1/2,1/4,1/8) montrent une activité faible vis-a-vis les quatre souches
utilisés dont les diametres des zones d’inhibition sont varient entre 7 a 10 mm.

Ceci nous rameéne a conclure que Il'activité antibactérienne dépend de la concentration
des extraits, plus ou moins importante selon la nature de la souche et le milieu de culture
utilisée, la méthode utilisée influe aussi les résultats [50]. Elle dépend également de la
répartition géographique de la plante, la nature de sol et la période de récolte.

Le témoin DMSO n'a exercé aucune activité inhibitrice, les colonies se developpe
normalement en sa présence, donc c'est un bon diluant pour ces extraits.

Une activité antibactérienne est connue pour les flavonoides. En effet, ils sont capables

d'inhiber la croissance de différents types de bactéries : Escherichia coli [51].
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1.8. Résultat de I’activité antioxydante

1.8.1. Piégeage du radical libre DPPH: (2.2-diphényl-1-picrylydrazyl)

Les pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH: par I’extrait tannique sont portés sur les

(fig. 19, 20,21).
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Fig. 19 : Pourcentage d’inhibition de DPPH- Par |’acide ascorbique.
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Fig. 20 : Densité optique en fonction de la concentration de composé tanins.
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Fig. 21 : Pourcentage d’inhibition de DPPH: par les tanins de Marrubium vulgare.

D’aprés ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec I’augmentation de la concentration. Le taux d’inhibition du DPPH: enregistré
en présence de I’extrait tannique est inférieur a celui de I’acide ascorbique.

Evaluation de I’IC50

IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la
guantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la
valeur d’IC50 est basse, plus I'activité antioxydante d'un compose est élevée [52].

La concentration de I’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH: radicalaire, a
été calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de
différentes concentrations d’extrait préparé.

D’apres le calcul des valeurs I1Cs :

IC50tanins =8,12 mg/ml

IC50acide ascorbique=0,00077mg/ml

Nous remarquons que la valeur IC50 de composé standard (acide ascorbique) est trés basse a
celle des tanins.

Conclusion

D’apres les resultats obtenus, nous pouvons déduire que I’extrait tannique possede une
activité antioxydante faible. D’apres Djahra [6], le test DPPH montre que les tanins
représentent les composés les moins efficients dans I’élimination des radicaux libres par

rapport aux flavonoides.
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Conclusion générale

Notre travail a porté sur I’étude phytochimique des feuilles du marrube blanc
(Marrubium vulgare), récoltée dans la région de REDJAOUNA, wilaya de TIZI OUZOU

A la lumiére des résultats obtenus, nous avons conclu que la partie aérienne du marrube
blanc Marrubium vulgare, est trés riche en tanins, flavonoides et contient également des
saponines, des terpénoides et des stéroides.

L’extraction des flavonoides et des tanins de feuilles de I’espéce Marrubium vulgare
étudiée nous amene a dire qu’elles renferment en plus des flavonoides avec un rendement de
9.4%, des quantités assez importantes de tanins 19%.

La présence de ces composés a été confirmee par les méthodes de chromatographie sur
couche mince (CCM) et chromatographie liquide a haute performance (HPLC) réalisées sur
les différents extraits.

Les profils HPLC des différents chromatogrammes ont révelé la présence de nombreux
métabolites avec des temps de rétention trés variables dont les pics majoritaires sont aux
nombre de trois pour I’extrait tannique et deux pour I’extrait flavonoidique.

Ces principes actifs majeurs, les flavonoides et les tanins de la plante étudiée
Marrubium vulgare possedent une faible activité antibactérienne. Notre étude nous ramene a
conclure que l'activité antibactérienne dépend de la concentration des extraits, plus ou moins
importante selon la nature de la souche et le milieu de culture utilisé. Les flavonoides
semblent plus efficaces que les tanins vis a vis des bactéries utilisées.

L'étude de l'activité antioxydante des tanins extraits de Marrubium vulgare par la
méthode de réduction du radical libre DPPH a révélé que ces derniers possedent une faible
activité antioxydante avec une ICso = 8,12 mg/ml

Ce travail va nous ouvrir des horizons de recherche ciblés dans le domaine des plantes
utilisées en médecine traditionnelle, notamment en termes de mise en évidence des principes
actifs et évaluation de leurs activités biologiques.

Sachant que notre plante étudiée Marrubium vulgare possede une biodiversité
immense, se caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre
exploitées par des recherches plus approfondies. A cet effet, il est important de :

X Réétudier son activité antioxydante et antibactérienne ;

< Etudier son activité anti-inflammatoire ;
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X8 Développer des médicaments a base de cette plante ;
X8 Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies

et complémentaires qui seront nécessaires et devront pouvoir confirmer ses effets

thérapeutiques.
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Lexique des termes botaniques

Akéne : Fruit sec ne comportant qu’une seule graine et qui, parvenu a maturité, ne s’ouvre
pas spontanément ; on parle de diakene, quand le fruit contient deux graines, de tétrakene
quand il contient quatre. Fruit sec indéhiscent contenant une graine libre.

Androcée : Est I'appareil reproducteur male de la fleur, c'est-a-dire I'ensemble des étamines.
Aromathérapie : Thérapeutique par ingestion, massage du corps ou inhalation 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).

Angiospermes : Plante a graines dont l'ovule, fécondé par l'intermédiaire d'un tube
pollinique, se transforme en un fruit clos.

Bractée : Est une piéce florale en forme de feuille faisant partie de I'inflorescence.

L'ensemble des bractées s'appelle involucre.

Calice : Verticille externe ou unique de la fleur, formé de piéces le plus souvent vertes
(Sépales) et assurant la protection des autres verticilles dans le bouton floral.

Cotonneuses : Recouvert de duvet : Une péche a la peau cotonneuse.

Crochu : Recourbé en forme de crochet : Bec crochu.

Corolle : Ensemble des pétales d'une fleur.

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

Dicotylédones : Une plante dicotylédone est une plante angiosperme dont la graine dispose,
comme son nom l'indique, de d »eux cotylédons.

Ecorces : L'écorce est le revétement extérieur du tronc, des branches et des racines des arbres,
et plus généralement des plantes ligneuses.

Etamine : Organe male de la fleur produisant le pollen, composé d’une partie allongée le filet
et d’une partie supérieur renflé (I’anthére).

Herbacées : Qui est de la nature de I'herbe. Se dit d'une plante non ligneuse (dont la tige n'a
pas la consistance du bois), le terme de plantes herbacées désignant pour sa part des plantes
non ligneuses dont la partie aérienne meurt apres la fructification.

Meésophylle : constituant tout le limbe de la feuille, sauf les deux épidermes et les nervures.
Pétiole : partie de la feuille, généralement rétrécie, qui unit le limbe a la gaine chez les plantes
dicotylédones. C’est la queue de la feuille.les feuilles sont pétiole sont dites sessiles.



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

Vivace : Se dit d'une plante dont la période de végétation s'étend sur plusieurs années.
Vacuole : La vacuole est 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

vesicule est plus approprié.



Lexique des termes medicaux

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

Antispasmodique : Les antispasmodiques sont des médicaments qui aident a traiter les
spasmes musculaires. Il s'agit de calmer ou de neutraliser des contractions involontaires des
muscles.

Expectorante : Un expectorant est un médicament qui facilite I'expectoration, c'est-a-dire le
rejet des produits formeés dans les voies respiratoires (crachats).

La gastroentérite : inflammation des membranes (muqueuses) tapissant I'estomac et
I'intestin. Elle se traduit par des nausées et/ou des vomissements, de la diarrhée, des douleurs
abdominales et habituellement de la fiévre.

Stimulant : Un stimulant est une substance qui augmente l'activité du systeme 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 halé a la peau : Le soleil et

I'air marin lui ont tanné le visage.






Annexe

Annexe 1 : Réactifs de caractérisation

Réactif d’amidon : La préparation du réactif d’amidon s’effectue comme suit :
= Dissoudre 1,2 g d’iode (12) dans 50ml d’eau distillée contenant 2,5gd’iodure de
Potassium (KI)
= Chauffer pendant 5 minutes
= Diluer jusqu’a 250ml ou 500 ml
Réactif de Wagner : Ce reactif a été preparé comme suit :
= Dissoudre 2g de Kl et 1,279 12 dans 75ml d’eau distillée
= Ajuster le volume total a 100ml d’eau distillée.
Réactif de Mayer : La préparation de ce réactif s’effectue comme suit :
= Dissoudre 1,358g de HgCI2 dans 60ml d’eau distillée
= Dissoudre 5g de KI dans 10ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions
= Ajuster le volume total a 100ml d’eau distillée.
Solution de FeCl3 a 1% : Cette solution a eté préparée comme suit :
= Dissoudre 1g de FeCI3 dans 99 ml d’eau distillée.
Solution de KMnos a 1% : Cette solution a été préparée comme suit :
= Dissoudre 1g de KMnos dans 99 ml d’eau distillée.
Solution d’AlCl3 a 2% :
= Dissoudre 1g d’AlCl3z dans 99 ml de méthanol.

Annexe 2 :

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

a) Composition

Infusion de viande de beeuf:............ 300,0 ml
Peptone de caséine:...........ccceevennene 175¢g
Amidon de Mais:.......cccccevvriennn. 159
AGar...oiii 1709


http://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9lose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiogramme

b) Préparation
38 g par litre. Stérilisation a lI'autoclave. Pour préparer ce milieu il faut peser 389 de poudre et
la mélanger dans 1l d'eau. Il faut homogeéneéiser puis chauffer en agitant. Il faut porter a
ébullition pendant environ une minute. Ensuite il faut stériliser la gélose a l'autoclave durant
15 minutes a 116°C.

= Eau physiologique
Dissoudre 9 g de chlorure de sodium NaCl dans 1 litre d’eau distillée. Bien agiter.
Autoclave a 118°C pendant 24 heures.
Solutions testées :
Diluer 340mg de I’extrait tannique et 656mg de I’extrait flavonoidique dans 10 ml de DMSO
(solution mere), des solutions a différentes concentrations ont été préparées a partir de la

solution mere.

[C]mg/mi 1 Ya 1/4 1/8
[Tanins] 34 17 4,25 0,53
[Flavonoides] 65,6 32,8 8,2 1,02

Annexe 3: Liste des appareils utilisés
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HPLC [SHIMADZU LC20]

Annexe 4 :

Solution de DPPH : Cette solution est préparée comme sulit :
= Dissoudre 40 pg de DPPH dans 100 ml de DMSO.
Solution du blanc :
= Meélanger 2 ml de la solution de DPPH et 40 ul de la solution de DMSO.
Solutions testées :
Diluer 8 mg de I’extrait tannique dans 1 ml de DMSO (solution mere), des solutions a
différentes concentrations ont été préparées a partir de la solution mere.

[C]mg/mi 8 4 1 0.125 0.0781
Absorbance

a 0.6043 0.7234 0.7889 0.8174 0.8525
517 nm




Résume

Ce travail porte sur un screening phytochimiques des différents extraits et une recherche d’effet
antibactérien des extraits flavonoidique et tannique et d'effet antioxydant de I'extrait tannique de la
partie aérienne de marrube blanc (Marrubium vulgare), récolté dans la région de REDJAOUNA
wilaya de T1ZI OUZOU.

Le marrube blanc (Marrubium wvulgare L), famille des Lamiacées, est une plante herbacée
vivace, spontanée tres répandue dans la région mediterranéenne.

Les tests phytochimiques, sur les différents extraits de la partie aérienne de Marrubium vulgare,
ont révélé qu'en plus de sa richesse en tanins et flavonoides, elle contient également des saponosides,
des terpénoides et des stéroides.

L'étude de l'activité antibactérienne des extraits flavonoidique et tannique de la partie aérienne
de M. vulgare, ont montré que cette plante présente un effet antibactérien tres faible.

En outre, I'étude du pouvoir antiradicalaire de I'extrait tannique vis-a-vis du radical libre DPPH
a révélé que ce dernier possede un effet antioxydant faible avec une ICso = 8,12 mg/ml.

Mots clés : Marrubium vulgare, screening phytochimiques, effet antibactérien,

Effet antioxydant.
Abstract

This work deals with a phytochemical screening of the various preparations and a search for
antibacterial effect of the flavonoid and tannic extracts and antioxidant effect of the tannic extract of
the aerial part of white horehound (Marrubium vulgare), harvested in the region of REDJAOUNA
wilaya of T1ZI OUZOU.

White horehound (Marrubium vulgare), Lamiaceae family, is a perennial herb spontaneous,
very responded in the Mediterranean region.

the phytochemical tests on the different preparations of the aerial part of maribium vulgare,
revealed that in addition to its richness in tannins and flavonoids, it also contains saponosides,
terpenoids and steroids.

The study of the antibacterial activity of the flavonoic and tannic extracts of the aerial part of M.
vulgare, prepared, showed that this plant had a very low antibacterial effect.

In addition, the study of the antiradical power of the tannic extracts with respect to the free
radical DPPH revealed that the latter had a low antioxidant effect with an 1C50 = 8.12 mg.

Keywords: Marrubium vulgare, phytochemical screening, antibacterial effect, Antioxidant
effect.
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