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Résumé

Parmi les plantes médicinales recensées aupres des populations et bénéficiant de bonnes renommées
thérapeutiques et qui de ce fait devront étre mises a 1’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 phytochimique a été réalisée, les activités biologiques

antioxydant et antiinflammatoire et antibactérienne.

L’étude a porté sur la partie aérienne de la plante. L’extraction des polyphénols est effectuée par
I’éthanol avec le calcul du rendement. L’activité antioxydant in vitro est déterminée par le radical libre

DPPH et I’ABTS et FRAP, L’activité anti-inflammatoire BSA et I’activité antibactérienne.

L’¢étude phytochimique a mis en évidence, la présence des tanins totaux, des tanins Catéchiques, des
tanins galliques, des flavonoides, des anthocyanes, des stérodes, des saponosides, des irridoides, des
Mucilag, des coumarines, des protéines, des glucosides,et 1’absence des Leuco anthocyanes, des
quinones et des alcaloides et de I’amidon . L’évaluation du rendement d’extraction indique une valeur
de 6%. Les tests physicochimiques montrent une forte teneur en eau (99+0.01%) et une teneur en cendre
de 22+0.07%. Le dosage des phénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu totaux a révélé un taux
de 15.351+0.14mg EAG/g. L’évaluation quantitative de 1’activité anti radicalaire a prouvé que 1’extrait
éthanolique de Marrubium vulgare L. Possede une activité antioxydant moyenne par rapport au DPPH
(IC50 = 17,16+ 0,05 mg/ml) ; et plus importante pour la ABTS (IC50 = 0,64+ 0,08 mg/ml) et FRAP
(IC50 = 0,121+ 0,04 mg/ml). Son activité anti-inflammatoire BSA montre une capacité moindre (IC50
= 4+ 0,07 mg/ml) que celle du standard utilisé diclofénac (IC50=0,941+ 0,04 mg/ml). L’activité
antibactérienne, de l'extrait éthanolique de M. vulgare a montré une efficacité contre la souche

Sphingomonas paucimobilis avec un diametre de 15,3 mm.

La plante Marrubium vulgare L. possede plusieurs vertus thérapeutiques qui font d’elle une source de

principes actifs tres variés et utilisables dans le domaine pharmaceutique qu’il faut explorer.

Mots clés : Marrubium vulgare L, extrait éthanolique, DPPH, ABTS, FRAP, activité anti-

inflammatoire BSA, aactivité antibactérienne.
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Introduction générale

Introduction générale

Les produits naturels d’origine végétale, animale et minérale constituent la base du traitement des
maladies humaines. Les plantes médicinales sont actuellement trés demandées et leur popularité
augmente de jour en jour. Selon 'OMS, environ 70 a 80 % de la population mondiale utilise des plantes
médicinales pour leurs effets thérapeutiques (World et Health, 2008). Le systeme de médecine
traditionnelle repose en grande partie sur les especes végeétales et animales pour les soins de santé
primaires. Les plantes médicinales ont une valeur importante dans les pays en développement pour leur
valeur médicinale, leur utilisation socioculturelle et spirituelle dans les zones rurales et tribales
(Hendawy et al., 2010). Environ 50 000 a 80 000 plantes a fleurs sont utilisées a des fins médicinales

par les peuples du monde entier (Naghib, 2015 ; Rabe, 1997).

Actuellement, I’ethnopharmacologie s’emploient a recenser, partout dans le monde, des plantes
réputées actives et dont il appartient a la recherche moderne de préciser les propriétés et valider les
usages. La recherche de nouvelles molécules doit étre entreprise au sein de la biodiversité végétale en
se servant de données ethno pharmacologiques. Cette approche permet de sélectionner des plantes
potentiellement actives et d’augmenter significativement le nombre de découvertes de nouveaux actifs
(Pelt, 2001). Jusqu’a présent, sur les 300000 especes végétales recensées, on estime que seules 15%
d’entre elles ont été étudiées sur le plan phytochimique, dont 6% pour leurs activités biologiques
(Verpoorte, 2002), ce qui fait que les plantes constituent un réservoir de molécules bioactives encore

peu exploré.

Le genre Marrubium vulgare L. (Lamiaceae) compte prés de 30 especes indigénes d'Asie et d'Europe
(Cantion et Harley, 1992). Parmi eux, Marrubium vulgare L. est une plante herbacée vivace
communément appelée « marrube blanc » en Europe, «Marriouth » en Algérie et « Marrubia » en Tunisie.
Il pousse naturellement en Amérique du Nord et du Sud et est largement répandu dans les zones d'élevage
de moutons, notamment autour des zones de litiére et d'abreuvement.

Le marrube blanc a été inclus dans les pharmacopées et I'index de phytothérapie de Merck (1910). En
1927, des chercheurs ont rapporté que le marrube blanc était utilisé dans les troubles pulmonaires (Gilg
et al., 1927). En 1941, il a été décrit comme étant I'un des remédes pectoraux a base de plantes les plus
populaires et qu'il était utilisé comme tonique amer, expectorant et diuréetique (Wren, 1941). En 1954,
la litterature belge, la « Materia Medica Vegetabilis », rapporte l'utilisation du marrube blanc en
décoction avec du sirop de miel contre la bronchite et la toux (Steinmentz, 1954). 1l est également utilisé

contre la jaunisse, les hémorroides et la diarrhée.
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Des recherches pharmacologiques récentes montrent que M. vulgare offre diverses activités
pharmacologiques in vivo et in vitro, notamment des effets antihypertenseurs, antioxydants, anti-
inflammatoires, antidiabétiques, des effets sur le systeme respiratoire, des stimulants digestifs, des effets
antiasthmatiques, hypolipidémiques, antibactériens et antifongiques (Meyre-Silva et Cechinel-Filho,
2010 ; Ghedadba et al., 2014). Des etudes phytochimiques approfondies sur M. vulgare signalent une
composition chimique de 54 métabolites secondaires. Ces métabolites comprennent des diterpénes, des
sesquiterpenes, des flavonoides et des phénylpropanoides identifiés dans différentes parties de M.
vulgare (Knoss ,1994 ; Nawwar, 1989 ; Sahpaz, 2002). La marrubiine, I'acide marrubiinique et le
marrubénol sont des diterpénes majeurs qui présentent des activités analgésiques et anti-cedématogenes.
L'arénarioside, l'acteoside, le forsythoside B et le ballotetroside sont des phénylpropanoides possédant
de puissantes activités anticancéreuses et anti-inflammatoires.

Certains composés identifiés dans les extraits de la partie aérienne de Marrubium vulgare L, tels que les
composés phénoliques sont doués d’activités biologiques trés importantes. Pour ce faire, nous avons fixé
les objectifs suivants :

Etude phytochimique et physicochimique de 1’extrait éthanolique du Marrubium vulgare et évaluation
de sa teneur en polyphénols;

Etude de son pouvoir antioxydant in vitro par la méthode de piégeage du radical libre DPPH, la méthode
de réduction du radical-cation ABTS* et la méthode de FRAP ;

Etude de son activité anti-inflammatoire in vitro ;

Evaluation de son activité antibactérienne;

Evaluation de I’activité anti-inflammatoire.

Cette étude est divisée en trois chapitres. Le premier chapitre comporte une synthese bibliographique
sur le modéle biologique étudié, les métabolites secondaires rencontrés et leurs activités biologiques. Le
second chapitre traite du matériel utilisé et de laméthodologie suivie. Le troisieme chapitre renferme
les résultats obtenus et leurs discussions qui se termine par une conclusion générale avec des

perspectives.
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I. Généralité sur Marrubium vulgare L
I.1. Historique
En Egypte durant l'antiquité, le marrube était reconnu pour ses propriétés apaisantes contre la toux

et pour soigner leurs infections respiratoires, sans doute associaient-ils la plante avec du miel.
Dioscoride (40-90), médecin, pharmacologue et botaniste grec, préconisait le marrube blanc en
décoction, pour soigner la toux. Antonius Castor, médecin romain qui a vecu au ler siécle
connaissait le marrube blanc comme le spécifique des affections de I'appareil respiratoire. Pline,
ancien écrivain et naturaliste romain du ler siécle a indiqué de nombreuses préparations curatives
utilisant le marrube. Au Moyen Age, on employait couramment le marrube blanc dans le traitement
des mémes maux que dans I'Antiquité, mais de surcroit la plante fut reconnue tonique, cholagogue
et diurétique. A cette époque, Hildegarde de Bingen (1098-1179) religieuse bénédictine mystique
et botaniste disait dans ses ouvrages: «Si on a les entrailles malades et en mauvais état, faire cuire
du marrube avec du vin et une quantité suffisante de miel; une fois I'ensemble cuit, conserver dans
un pot et boire froid : les entrailles retrouveront la santé ». Pour Jean-Emmanuel Gilibert (1741-
1814) homme politique et botaniste francais, le marrube blanc est considére, dans son livre paru en
1798, "I'Histoire des plantes d'Europe”, comme "l'une des meilleures plantes d'Europe”.
(d'Europe™:http://www.after-plastie.com/fr/abc-sante/M/697-marrube-blanc).
1.2. Dénomination internationale
Le Marrube blanc est connu sous plusieurs noms (Tableau N° 1) :

Tableau 1. Dénomination internationale de la plante Marrubium vulgare L (Quezel et

Santa, 1962, 1963).

Francgais Marrube blanc
Anglais Harehound
Italien Marrubbio
Algerie Marriouth
Maroc Merriwt
Tunisie Marroubia
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I.3. Systématique
La position systématique de 1’espéce Marrubium vulgare est donnée par le tableau N°2.

Tableau 2. Position systématique de I’espéce Marrubium vulgare selon (Judd et al. 2002).

Regne Plantae (plantes)

Division Magnoliophyta (plantes a fleurs)
Classe Magnoliopsida (dicotylédones)
Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae (lamiacées)

Genre Marrubium

Espéce Marrubium Vulgare

1.4. Description botanique

Le Marrube est composé de deux mots hébreux : mar, rob, suc amer. C'est une plante herbacée
vivace a tiges épaisses, quadrangulaires recouverte d’un abondant duvet blanchatre quand elle est
jeune, qui peut atteindre 30 a 80 Cm de hauteur a odeur forte, désagréable lIégerement musqueée, de
saveur a la fois chaude et amére (Bruneton, 2009 ; Bouterfes et al., 2013) (Figure 1). La racine
pivotante coriace, ligneuse, ramifiée ou a nombreuses racines latérales fibreuses (Acimovic et al.,
2020). Les tiges sont genéralement ramifiées pour former une plante buissonnante arrondie allant
jusqu'a 100 cm de haut, 20 a 100 cm de large (Ahvazi et al., 2018). Les feuilles sont arrondies,
ovales, généralement dentées, pétiolées, veinées et blanchies a la surface, mesurent 6 cm de long, 1-
5 cm de large et elles sont disposées par paires opposées le long de la tige (Ahvazi et al., 2018 ;
Acimovic et al., 2020). Les inflorescences se forment a l'aisselle des feuilles supérieures, avec des
fleurs blanches en verticilles axillaires serrées. Le calice est tubulaire, lobé a 10 dents, chaque dent

avec une petite épine/soie crochue (Acimovic et al., 2020).
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Figure 1. Photo représentant la plante Marrubium vulgare (original 2024)

L.5. Composition chimique de Marrubium vulgare

I.5.1. Les flavonoides

La plupart des flavonoides de M. vulgare sont isolés a partir des feuilles en utilisant des solvants
polaires comme 1’éthanol et le n-Butanol. Ce sont généralement des hétérosides flavoniques et
flavonoliques du quercétol, de la lutéoline et de 1’apigénine (Figure 2), lactoylflavones, dérivés de
I’acide ursolique (Nawwar et al., 1989; Wolski et al., 2007). D’autres auteurs ont pu isoler un
nouveau flavonoide a partir des sommités fleuries de M. vulgare : qui a été identifiée comme le 5,6-
dihydroxy-7-4'-diméthoxyflavone (Alkhatib et al., 2010 ; Boudjelal et al., 2012 ; Pukalskas et

al., 2012). Ce composé posséde une activité anti leucémique importante (Alkhatib et al., 2010).


http://www.wikiphyto.org/wiki/Querc%C3%A9tol
http://www.wikiphyto.org/wiki/Lut%C3%A9oline
http://www.wikiphyto.org/wiki/Apig%C3%A9nine
http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Lactoylflavones&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/wiki/Acide_ursolique
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luteolin 7-O-glucoside

Lutéoline-7-0O-glucoside

glucuronide-O

cryoeryol 7-O-glucuronide

Figure 2. Structure de quelques flavonoides isolés de M. vulgare (Boudjelal et al., 2012

; Amessis-Ouchemoukh et al., 2014).

1.5.2. Lactones diterpéniques labdaniques et autres composés
Marrubium vulgare L. est une plante riche en principes actifs dont les principales structures

moléculaires sont représentées dans la figure 3 :

» Lactones diterpéniques labdaniques : prémarrubiine, marrubiine, marrubénol,
marrubiol, acide marrubique, marrulibacétal A, geshoidine et deacétyl-forskoline
(Stulzer et al., 2006 ; Amessis-Ouchemoukh et al., 2014 ; Yousefi et al., 2014).

» Phénylpropanoides glycosides : marruboside, verbascoside, forsythoside B,
arénarioside et ballotétroside (Sahpaz et al., 2002a ; Sahpaz et al., 2002Db).

» Tanins spécifiques des Lamiacées, dérivés de 1’acide hydroxycinnamique : acide
caféique, acide chlorogénique, acide p-comarique (Wojdylo et al., 2007).

» Huiles essentielles : limonéne, sabinene, a-pinene, camphéne, para-cyméne,. ..


http://www.wikiphyto.org/wiki/Lactones_diterp%C3%A9niques
http://www.wikiphyto.org/wiki/Lactones_diterp%C3%A9niques
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Figure 3. Principales structures moléculaires présentes chez M. vulgare L. (Stulzer et al., 2006 ;
Boudjelal et al., 2012 ; Amessis-Ouchemoukh et al., 2014).

Des travaux trés récents permettent d’identifier ses différents constituants actifs de M. vulgare

et leurs fonctions (Tableau 3).

Tableau 3. Les effets biologiques des biomolécules de Marrubium vulgare.

Biomolécules Fonctions Références

Diterpénes labdanes
(marrubiine,
marrubénol)

Acides phénoliques,

phénylethanoides

(marruboside)

Antispasmodique,antiinflammatoire

Choleérétique, anti-hypertensive

Antioxydants, anti-inflammatoire,

Antimicrobienne, Anticancéreuse

(El-Bardai et al., 2004 ;
Stulzer et al., 2006 ;
Yousefi et al., 2014).
(Berrougui et al., 2006;

Ahmed et al., 2008 ;
Xue et yang, 2016).
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Antioxydants, anti-inflammatoire, (Elberry et al., 2015;
Analgésique, antidiabétique, .
Fl id gesiqu Iaabetiq Yousefi et al., 2014 ;
avonoides ibactéri
antibacterienne Bouterfas et al., 2016).
(Orhanetal., 2010 ;
Huiles essentielles Antioxydants, anti-cholinestérase, Kadri et al.,, 2011 ;
(Eugénol) antibactérienne Bokaeian et al., 2014).

I.4. Utilisation traditionnelle de Marrubium vulgare

M. vulgare est une plante médicinale utilisée dans plusieurs pays pour le traitement d'une variété
de maladies, y compris les troubles inflammatoires (dermatite, otite) et gastroentérique dans le cas
de l'ulcére (Balmé, 1982; Yousefi et al., 2014). Elle est recommandée comme antispasmodique,
insecticide et vermifuge en détruisant les vers intestinaux (Newal et al., 1996; De Souza et al.,
1998; Pavela, 2004; Stulzer et al., 2006).

De plus, M. vulgare est utilisée dans le traitement des maladies neuro-dégénératives y compris la
maladie d’Alzheimer par son effet inhibiteur sur la cholinestérase en augmentant la fonction
cholinergique centrale (Orhan et al., 2010). Le Marrube blanc est surtout antitussif connu comme
un remede contre la toux, présents dans le sirop (par exemple Ricola®) et les préparations de the.
Le marrube blanc est antiseptique, une infusion utilisée comme un lavage ou une préparation de
pommade utilisée dans la désinfection des plaies (Karryev et al., 1976 ; Yousefi et al., 2013 ;
Bouterfas et al.,2016).

Il est aussi utilise comme stimulant général de I'appétit et de la digestion, une infusion a froid agit
comme un tonique amer. Il est utilisé pour combattre les états fébriles des enfants en abaissant la
fievre et pour traiter les maladies du foie et surtout les affections hépatobiliaires, en augmentant la
sécretion de la bile d’ou son action cholérétiqgue (Ahmed et al., 2008; Zaabat et al., 2010). Le
marrube blanc fluidifie les sécrétions bronchiques et facilite I'expectoration. La présence de
mucilages anti-inflammatoires le rend utile dans le traitement des inflammations de la gorge. C'est
un dilatateur des bronches, avec une action bénéfique surl'asthme (Bouterfas et al., 2016). 1l a eté
utilise pour le traitement de I'ictere (la jaunisse), la fiévre typhoide (Boullard, 2001) et est employé
pour favoriser la perte de poids en augmentant le métabolisme des graisses (diminution des
triglycérides et du cholestérol).En Algérie, la décoction d’El marioua est employée comme
antidiabétique, seule ou associéea d’autres plantes médicinales, elle est prescrite aussi comme

antithyroidien, anti- inflammatoire, antipyrétique et anti-diarrhéique (Boudjelal et al., 2012;
8
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Amessis- Ouchemoukh et al., 2014; Bouterfas et al., 2014).
I1.Métabolisme primaire et secondaire
11.1. Métabolisme primaire
Marubium vulgare implique des processus biochimiques essentiels comme la photosynthése, la

respiration cellulaire et la biosynthése des composés organiques.

I1.2. Métabolismes secondaires

Les végétaux produisent des substances chimiques de structures variées comme les métabolites
primaires et secondaires (Edeas, 2007). Les métabolites secondaires sont des molécules organiques
complexes synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont
divisés principalement en trois grandes familles : Les polyphénols,les terpénes, les alcaloides
(Lutge et al., 2002 ; Abderrazak & Joél, 2007). lls représentent une source importante de
molécules utilisables par I’lhomme dans des domaines aussi différents comme la pharmacologie ou

I’agroalimentaires (Macheix et al., 2005).

I1.2.1. Les polyphénols

Les composés phénoliques, également dénommés polyphénols sont des molécules spécifiques du
regne végétal. lls forment une immense famille avec plus de 8000 composés (Bahorun, 1997).
L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau
phénolique a 6 carbones, auquel est directement lié au moins tngroupe hydroxyle (OH) libre ou
engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Labat, 2001 ; Sayadi, 2008).

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides
phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés). lls
sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous les végétaux (Macheix
et al., 2005). Les polyphénols jouent un rdle dans la protection contre les pathogénes et les
herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux radiations ultraviolettes (Lugasi et al.,
2003).

« Classification

La classification de ces substances a été proposée par (Harborne, 1980). On peut distinguer les
différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre d’atomes constitutifs et
d’autre part, sur la structure du squelette de base (Macheix et al., 2006). Le tableau 4 présente les

différentes classes des polyphénole.
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Tableau 4. Classification des composes phénoliques (Vermerris & Icholson,2007).

Structure Classe

Cé6 Phénol simple

Ce6-C1 Acide phénolique et composante liée
Ce6-C2 Acetophenone et acide phenylacetique
Ce6-C3 Acide cinnamique, aldéhyde cinnamyle et alcool cinnamyle
Ce6-C2 Coumarine,isocoumarine et chromone
C15 Chlacones, aurones, dihydrochalcones
C15 Flavanes

C15 Flavones

C15 Flavnones

C15 Flavnonoles

C15 Anthocyanidines

C15 Anthocyanines

C30 Biflavonyls

C6-C1-Cs, C6-C2-C6  Benzophenones, xanthones, stilbenes

Ci18 Quinones

Lignans, neolignants Betacyanines

Lignin Dimers ou oligomers
Tannis Oligomers ou polymers
Phlobaphenes Polymers



Chapitre | Généralité sur Marrubium vulgare L.

* Biosynthese
Les composes phénoliques résultent bio-génétiquement de deux voies synthétiques principale,

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

» Voie de schikimate : L’acide cinnamique se forme par I’intermédiaire de 1’acide
schikimique, autrement dit par la voie de schikimate. Cette voie est aussi responsable
de la synthése des acides aminés tels la phénylalanine qui sert directement comme

précurseur de 1’acide cinnamique (Richter, 1993).

> Voie des acetates : C’est une voie secondaire qui conduit a 1’élaboration des composés
mixtes, dont les représentants les plus importants sont les flavonoides et les tanins, par
condensation avec le schikimate (Guignard, 2000).

I1.2.1.1. Les flavonoides

Les flavonoides (du latin, flavus : jaune) sont des substances généralement colorées, trés
répondues chez les végétaux (Guignard, 1996). Cependant, il compte aussi des composés de
couleurs variees ou méme incolores (Richter, 1993). IlIs sont d’une classe de faible poids
moléculaire (Lin et al., 2002). Environ 4000 flavonoides ont été identifiés. 1ls peuvent étre localisés
dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Bennick, 2002). Leur fonction
principale semble étre la coloration des plantes (Gabor et al., 1988).
Les flavonoides hétérosidiques sont hydrosolubles et solubles dans les alcools. Les flavonoides
lipophiliques des tissus superficiels des feuilles sont solubles dans les solvants polaires et dans les

solvants moyennement polaires (Bruneton, 1999).

* Classification
Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne (Skerget et al., 2005). Leur structure de base
est celle d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux
aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre
C (Figure 4) (Dacosta, 2003).

11
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Figure 4. Squelette de base des flavonoides (Crozier, 2003).

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

v Flavones et Flavonols :
Les flavonols se différencient des flavones par la présence d’'un OH en C3 (Heller et al.,
1998). Leurs principaux représentant sont la quercitine, kaempfinol et la rutine (Figure 5).

R1=H, R2=0H  kaampforol
R1=0H, RZ = OH ' quercatine — 5
R1 =0H, R2 = gucose-rthamnose . rutine ~ -

Figure 5. Structure chimique des flavonols (Crozier, 2003).

v" Flavane-3-Ols :
Ce sont les dérivés de catéchine. Ils sont la catégorie de flavonoides la plus complexe (Arts
et al., 2000) (Figure 6).

12
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Figure 6. Structures chimiques de certains flavan-3-ols (Chira et al., 2008).

v Anthocyanidines :
Ce sont des pigments principalement sous forme deglycoside, hydrosolubles, rouge en
milieu acide virant au bleu-violet en milieu rutre ou faiblement alcalin (Kosir et al.,
2004). lls colorent généralementles fleurs, les fruits et parfois les feuilles (Paris &
Hurabielle, 1981) (Figure 7).

x>

(ZR:zH pelaryncing
Zf:o- ;; M f,]’CﬂQ
:E:: OCHy mavione

=

Figure 7. Structure chimique de quelques anthocyanidines courantes (Han et al., 2007).

11.2.1.2. Les tanins

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

Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente (Scalbert, 1991). Ils peuvent exister dans
divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les grains (Khanbabae & Ree,
2001).

13
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e C(lassification
De point de vue structural, les tanins constituent un groupe chimique hétérogéne, avec des
structures moléculaires variées. En général, ils sont subdivisés en deux groupes distincts en fonction
du type de I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité chimique
de la molécule (Khanbabae & Ree, 2001).

» Tanins hydrolysables : Ce sont des hétéro polymeres possédant un noyau central constitué
d'un polyol, il s'agit souvent d'un D-glucose ; comme leur nom l'indique,ces substances
s'’hydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou sous I'action d'enzymes (telle que
la tannase), pour donner des glucides et des acides phénoliques (Leinmdaller et al., 1991).
IIs sont facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la
nature de celui-ci on distingue : les tanins galliques (Gallo tanins), ils donnent par hydrolyse
des oses et de l'acide gallique et les tanins ellagiques (Figure 8) (Ellagitanins), Aussi, ils

sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique (Paris & Hurabielle,1981).

OH

Acide gallique acide ellagique

Figure 8. Structure de I’acide gallique et ellagique(Packer, 2001).

» Tanins condensés ou proanthocyanidols : Ce sont des polyméres constitués d’unités
flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4, C8 et C6 (Bruyne et al., 1999 ;
O’connell & Fox, 2001). Ils sont fondamentalement différents des tannins galliques et
ellagiques, ils ne possedent pas de sucre dans leurs molécules et sont non hydrolysable
(Paris & Hurabiellem, 1981). 1l est admis aujourd’hui que ces tanins (Figure 9) sont
constitués par le mélange de produits de polymérisation oxydative de catéchines (flavan-3-
ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4- dioles), on peut les qualifier encore de tanins
flavaniques (Richter, 1993).

14
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Figure 9. Structure chimique des tanins condensés (Bruneton, 2009).

= 'H
HO) - LU} ’ II
T "
.]:nu it o Prseren Tt
Huio g o y I |l
I N St
e T
J_m < ot = i
H O ] | Q. ll
% e
i

I11. Activités biologiques
IIL.1. Activité antioxydant

L’oxygene est 1’accepteur terminal d’électrons au cours de la respiration cellulaire des
organismes acrobies. Dans 1’organisme absorbé au niveau des alvéoles pulmonaires, il est
transporté par I’hémoglobine au niveau des organes ou il diffuse dans les mitochondries
(Allain, 1996). Il assure grace a des enzymes, I’oxydation de divers substrats endogeénes : les
phospholipides des membranes cellulaires, les protéines, I’ADN. Cette oxydation conduit a la
formation des radicaux libres ou espéces réactives oxygéenées (ERO). La formation des ERO
est un processus tout a fait naturel et joue un role essentiel dans 1’organisme : efficacité de
I’apoptose, prolifération cellulaire normale, régulation de la pression sanguine, état redox
normal pour I’expression des genes (Rolland, 20104 ; Migdal et Serres, 2011). Cependant,
ces ERO peuvent causer des dommages a I’organisme. En effet, en cas de stress entrainant un
défaut de régularisation de 1’oxydation, de changement de conditions environnementales ou de
déséquilibre alimentaire, ils provoquent des désorganisations cellulaires parfois irréversibles
entrainant la mort des cellules (Rolland, 2004). Cela peut conduire a I’apparition de
nombreuses pathologies telles que : les maladies inflammatoires, 1’athérosclérose, 1’ischémie
cérébrale, le cancer et le diabéte (Diallo et al., 2001; Sies et al., 2017). L’organisme est doté
d’un ensemble de systémes de défenses trés efficaces contre la surproduction d’ERO (Allain,
1996). Le terme d’antioxydant désigne toute substance, qui présente a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de ce
substrat (Hannebelle, 2006). Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de
substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques. Mais, aussi a des
petites molécules hydro ou liposolubles. Les systémes antioxydants peuvent étre classés selon

leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine (Delattre et al., 2005).
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De nombreuses plantes utilisées en médecine traditionnelle sont dotées de propriétés
antioxydants notables. Les fruits et Iégumes comprennent une large gamme d'antioxydants,
dont la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides, les oligoéléments et surtout les polyphénols
(Ferradji, 2018).

II1.2. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est un ensemble de phénomeénes réactionnels se produisant au point irrité par
un agent pathogene. Elle se traduit par quatre symptdmes cardinaux : chaleur, douleur, rougeur
et cedéme. L’inflammation est un ensemble de réactions dont la finalité peut étre (Moulin,
1998) :
* utile : réaction de défense de I’organisme pour faire face a une agression.
* nocive : inflammation secondaire a un processus auto-immune.
De nombreuses enzymes participent a la réponse inflammatoire, y compris les lipoxygénases
et les cycloxygénases (COX 1 et COX 2) qui produisent des médiateurs pro-inflammatoires
comme les leucotrienes et les prostaglandines a partir de I'acide arachidonique (Yougbaré-
Ziébrou et al., 2016).

I11.2.1. Les types d’inflammation

I11.2.1.1. Inflammation aigué

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours a
quelques semaines), souvent brutale et caractérisée par des phénomeénes vasculoexsudatifs
intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un traitement, mais

peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante (Charles et al., 2010).

I11.2.1.2. Inflammation chronique

La présence de plasmocytes, de macrophages et de lymphocytes dans le tissu infecté définit
morphologiquement l'inflammation chronique. La réponse inflammatoire chronique peut
souvent persister pendant plusieurs mois ou années. Elle est considérée comme le résultat de
I'activation continue des réponses immunitaires innees et acquises. Les réponses vasculaires
déclenchent d'abord l'inflammation chronique en produisant des molécules d'adhésion sur la
surface des cellules endothéliales, Ces molécules stimulent I'adhésion des lymphocytes et des
monocytes, et permettent leur transmigration dans le compartiment extravasculaire, tout

comme dans la réponse inflammatoire aigué. En tout type de réponse inflammatoire, les
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differences entre les types de molécules d'adhésion exprimées sur les cellules endothéliales

détermineront le type de leucocytes qui migrent (Ayoub, 2011).

II1.2.2. Les anti-inflammatoires

II1.2.2.1. Anti-inflammatoire stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides sont une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol qui sont synthétisés par les glandes surrénales. Toutes les
phases de la réaction inflammatoire peuvent étre inhibées par les glucocorticoides. Par leur
action directe sur les vaisseaux, ils diminuent les phénoménes vasculaires de 1’inflammation
(Boubekeur, 2019).

I11.2.2.2. Anti-inflammatoire non stéroidiens

En raison de leurs propriétés anti-inflammatoires et antalgiques, les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) sont l'une des classes de médicaments les plus utilisées au monde.
Cependant, les effets indésirables tels que les ulcéres gastro-intestinaux et I'insuffisance rénale
sont souvent associés a leur utilisation thérapeutique a long terme (Ouédraogo et al., 2012).

I11.2.2.3. Anti-inflammatoire d’origine végétale

Les plantes medicinales largement utilisées en médecine traditionnelle a travers le monde
pour le soulagement des maladies inflammatoires tels que I’arthrite rhumatoide, 1’asthme, la
bronchite I’eczéma, ’arthrose, la goutte, la rhinite allergique, les ulcéres, les inflammations
gastriques et duodénales. L’activité anti-inflammatoire de ces plantes revient a leur contenue
en métabolites secondaires doués d’activités biologiques : polyphénols, stérols, alcaloides,
saponines, coumarines, terpénes et polysaccharides...etc (Krache, 2018).
111.3. Activité antibactérienne

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la majorité des cas a la sélection de populations
microbiennes résistantes qui est due a des mutations chromosomiques ou a 1’acquisition de
génes de résistance portés par des éléments génétiques mobiles (plasmides, phages,
transposons, intégrons). Ces résistances ont conduit a chercher de nouveau agents
antimicrobiens possédant une efficacité plus importante que les composés synthétiques d’une
part et bien accepté par I’organisme d’autre part (Garcia-Ruiz et al., 2008; Kempf et Zeitouni,
2012). De nombreux chercheurs ont étudié¢ I’activité antimicrobienne des extraits de plantes
médicinales, ils ont constaté que ces extraits sont actifs non seulement contre les bactéries mais
aussi contre les champignons, les levures et les virus (Jurgen, 2009). D’autres groupes de

chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié les métabolites responsables
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de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes. Cette étape constitue une plateforme pour
plusieurs implications incluant 1’industric pharmaceutique, la médecine alternative et la

thérapie naturelle (Huang, 2008).
*  Mode d’action des composés sur les bactéries

Il existe plusieurs types d’agents antimicrobiens. C’est le cas des agents physiques :
radiations UV, rayon v), des agents chimiques : alcools, métaux lourds, agents alkylants,
détergents, aldéhydes, halogenes, antibiotiques et composes poly-phénoliques dont ceux

d'extraits de plantes.
a. Par la modification de la perméabilité membranaire

La membrane plasmique agit comme une barriére sélective. Elle régularise 1’entrée et la sortie
des substances chez les microbes. Une altération de la membrane plasmique peut inhiber la
croissance de la bactérie ou conduire a sa mort. Dans ce cas, les antibiotiques utilisés sont les

polymixines (Bangou et al., 2012).
b. Par inhibition de la paroi bactérienne

Certains agents antibactériens affectent la paroi de la bactérie en inhibant sa synthése. C’est
I’exemple de I’inhibition du peptidoglycane par la pénicilline ou par les polyphénols. Les

antibiotiques utilisés sont les B-lactamines et les glucopeptides (Bangou, 2012).
c. Par inhibition de la synthése des protéines

C’est le cas des antibiotiques ou extraits de plantes qui agissent en inhibant 1’incorporation
des acides aminés dans les chaines polypeptidiques. D’autres composés inhibent la
combinaison aminoacide, ARN de transfert (ARNt) avec le ribosome. Par contre d’autres
inhibent la formation de la liaison peptidique par les peptidyl-transférases dans la bactérie. Les

antibiotiques utilisés sont les phénicols et les tétracyclines (Bangou, 2012).

IV. Application en phytothérapie

La phytothérapie est une meéthode thérapeutique qui consiste a utiliser les plantes
médicinales, leurs extraits ou leurs principes actifs pour prévenir, soulager ou traiter divers
troubles de santé. Cette approche repose sur I’utilisation des propriétés pharmacologiques des
plantes pour favoriser le bien-étre et la santé (Académie nationale de médecine, 1987). C’est

une thérapeutique familiale, de conseil et d’automédication, a visée symptomatique, paifois
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préventive. Elle répond a des principes allopathiques. La phytothérapie comprend plusieurs

types, notamment :

>

Médicaments d’usage traditionnel: pour lesquels il y a la reconnaissance d’une «
efficacité plausible » dans une indication précise, liée a une tradition d’utilisation en
Europe et non pas sur I’existence d’études cliniques . Cette validation, donnée par le
groupe HMPC de I’Agence Européenne du Médicament, est conditionnée par une
absence de toxicité de la plante et de ses différentes préparations. Pharmacopée
frangaise, disponible en ligne sur le site de I’ansm, 1993.

Phytothérapie moderne: approche qui intégre les connaissances scientifiques et les
avancées technologiques pour étudier, standardiser et utiliser les plantes médicinales de
maniere plus preécise.

Phytothérapie clinique: utilisation des plantes médicinales dans un cadre médical,
sous la supervision d’un professionnel de santé.

Phytothérapie aromatique: utilisation des huiles essentielles extraites de plantes pour

leurs propriétés thérapeutiques.

Phytothérapie galénique: Préparation et formulation des plantes médicinales sous forme

de médicaments ou de préparations spécifiques (Lesv, 2018).
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La présente étude a pour objectif la caractérisation phytochimique de la poudre de la partie
aérienne de Marrubium vulgare L. et I’évaluation de ses propriétés antioxydants et anti
inflammatoire in vitro et antibactérienne. Notre stage s’est déroulé a partir du mois de Mai jusqu’

au mois de Juin.

- Le criblage phytochimique, I’extraction ont été réalisés au niveau du laboratoire de Biologie

des Populations et des Organismes, Faculté des Sciences, Département de Biologie de ’'UMBB.

- La determination de la teneur en eau, en cendre, le dosage des polyphénols, 1’activité
antioxydant, et 1’activité anti inflammatoire in vitro ont été effectués au niveau du laboratoire de
recherche de Bio-Informatique, Microbiologie Appliquée et Biomolécules, situé au niveau du
bloc de recherche, UMBB.

- L’activité antibactérienne a été déterminée au neau du laboratoire d’analyse de microbiologie a

I’hopital de Thénia.
I. Matériel

I.1. Matériel biologique
Le mateériel végétal utilisé pour la conception de ce travail est la partie aérienne de la plante de

Marrubium vulgare L. incluant les feuilles, les fleurs et les tiges.

1.2. Matériel non biologique
Le matériel non biologique utilisé dans notre étude est composé de verreries, d’appareillage et

d’un ensemble de réactifs et de produits chimiques qui sont réesumés dans I’annexe 1.

1.3. Identification de la plante Marrubium vulgare L.
L’identification du spécimen végétal est réalisée au sein de 1’école nationale supérieure
agronomie (ENSA) Khalifa Abdullah Alias kasdi Merbah, au niveau du département de

botanique, salle d’herbier et aimablement identifié par Madame Baa Somia.

Nom commun : Marrube commun
Nom latin : Marrubium vulgare L.

Famille : Lamiaceae (Lamiacées)
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I1. Méthodes

Les différents protocoles expérimentaux réalisés dans cette étude sont résumés dans La figure

10.
Partie d’aérienne de la plante
‘ Séchage, broyage, conservation \

Poudre végétale

caractérisation
préparation de I'extrait phytochimique
ethanolique
dosage des polyphénole I propriétés biologiques I screening phytochimique I physicochimique

etude in
vitro

activité
antioxydante

activité anti-
inflammatoi
re

activité
antibactérien
ne

| .
méthode méthode méthode méthode
d'BSA de DPPH d'ABTS de frap

Figure 10. Schéma récapitulatif des différents protocoles expérimentaux
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IL.1. Récolte de la plante

La plante a été récolté dans la région de Zamouri, wilaya de Boumardes au début du mois Mars.
I1.2. Etude de la région

La Wilaya de Boumerdes est une wilaya cotiere du centre du pays avec 100 Km de profil littoral.

Elle se situe dans la région Nord Centre, partie intégrante de I’Est de I’aire métropolitaine

d’Alger.

ALGERIE

ZAMOURI WILAYA DE BOUMERDES

Figure 11. Localisation géographique de la zone de récolte Zemmouri, wilaya de
Boumerdes 35

I1.3. Lavage
La plante Marrubium vulgare L. est nettoyée avec I'eau du robinet pour éliminer les grosses
particules telles que la poussiére, puis elle est rincée avec de I'eau distillée pour éviter toute

présence d'impuretés.

I1.4. Séchage
Le matériel végétal fraichement récolté est séché a I'ombre, a température ambiante, dans un

endroit sec et a I'abri de I'numidité pendant 15 jours jusqu'a ce qu'il soit prét pour la préparation
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des extraits.

IL.5. Broyage, conservation et stockage
Le broyage est effectu¢ a l'aide d'un mixeur jusqu’a obtention d’une poudre trés fine (Figure
12). La poudre ainsi obtenue est tamisée et stockee dans des bocaux en verre ombrés

hermétiquement fermés jusqu’ a son utilisation.

..

La partie aérienne de Marrubium vulgare L. Poudre de Marrubium vulgare L.

Figure 12. Préparation de la poudre végétale de La partie aérienne de
Marrubium vulgare L.

I1.6. Caractérisation phytochimique de la plante Marrubium vulgare L.

C’est une technique qui permet de mettre en évidence la présence ou I’absence des métabolites
primaires et secondaires dans un organe végetal. lls sont effectués soit sur la poudre, soit sur
I’infusé a 10 %. Les méthodes d’identification utilisées dérivent de celles décrites par Trease et
Evans (1987) ; Harborne et al. (1998) et Raaman et al. (2006).

L'infusé a 10% de la partie aérienne est préparé par 1’addition de 10g de la poudre végétale a
100 ml d'eau distillée chaude. Apres un temps de contacte de 15 a 20 minutes, I’infusé est filtré
a travers un tissu de mousseline, ensuite a I’aide d’un papier filtre, puis le filtrat obtenu est ajusté
a 100 ml avec de l'eau distillée. Les différents tests analytiques réalisés sont notés dans le
(tableau 5).
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Tableau 5. Caractérisation qualitative des métabolites primaires et secondaires de Marrubium

vulgare L. (Trease et Evans, 1987; Harborne et al., 1998; Raaman et al., 2006)

Totaux
Tanins
Composés Galliques
phénoliques
Catéchiques
Flavonoides
Anthocyanes

Leuco-anthocyanes

Stéroides

Saponosides

Irridoides

Quinones

Réaction

La présence des tanins est mise en évidence
par I’addition a 1 ml de I’infusé (5%) de la
plante de 2 ml d’eau et de 2 a 3 gouttes de
solution de FeCI3 diluée a 1%.

5ml de I’infusé + 2g d’acétate de sodium +
quelques gouttes de FeCls .

15 ml de I’infusé + 10 ml du formol a 40%
+ 5 ml d’HCI concentré.

5 ml de I’infusé + 5 ml d’HC1 + un coupeau
de magnésium+ 1 ml d’alcool iso-
amylique.

5 ml de ’infusé + 5 ml d’acide sulfurique
(H2S04), puis S5 ml d’hydroxyde
d’ammonium (NH4OH)

Faire mélanger 2 g de poudre dans 20 ml
de propanol / HCI (1/1), puis porter a
ébullition au bain Marie.

introduire 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml
de I’extrait, qui sont repris dans un tube a
essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de
H.SO4 concentré.

2mL de [P’infusé + quelques gouttes
d'Acetate de Plomb

2 ml de I’infusé + quelques gouttes d’acide
chlorhydrique. Chauffer légérement.

1.5 ml extrait et quelque goute de HCL

Résultat
attendu

coloration
bleue-noire ou
bleue verte

Coloration
bleue foncée

Coloration
rouge

Coloration
rouge orangee

Coloration
rouge (en
milieu acide)
Coloration
bleue violacée
(en milieu
basique)

Coloration
rouge

coloration
violettevire au
bleu puis au
vert

Formation
d’un précipité
blanc

Coloration
bleue

Coloration vert
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Mucilage

Alcaloides

Coumarines

Protéines

Glucosides

Amidon

5 ml d’éthanol absolu sont ajoutés a 1 ml
d’infusé. Le mélange est incubé pendant

15min
1.5 ml de I’infusé et 1,5 ml de Mayer

2 ml de I’infusé a 5% placé dans un tube
dans lequel sont ajoutés 3 ml de NaOH
(10%). Agiter la solution.

1g de poudre végétal + 2ml d'Hydroxyle de
Sodium (NaOH) a 2% + quelques gouttes
du CuSO4.

2g de poudre végétal quelques gouttes de
I'Acide Sulfurique (H2S0O4).

2g de poudre végétal + quelques gouttes
d'iode.

I1.7. Détermination de la teneur en eau et en cendre

I1.7.1. Détermination de la teneur relative en eau

Précipité
floconneux

Coloration
rouge

Coloration
jaune

Une violette
avec teinte
rougeétre
coloration

La formation
d’une
coloration
rouge

brique

Une
coloration
violette

La méthode adaptée est la méthode gravimétrique pondérale. C’est une méthode qui permet la

détermination de la perte de masse par dessiccation a 1’étuve.

On répartie 3g de poudre végétale de la plante dans 3 verres de montre. Ensuite, ils sont mis dans

I’étuve a 103°C pendant 24 heures. On realise des pesées pour obtenir la masse apres étuvage

(Linden et Lorient, 1994). La détermination de la teneur en eau est obtenue par la moyenne des

trois prises. Le pourcentage d’eau (taux d’humidité) est calculé par la relation suivante :

Taux d’humidité =

Masse dreau

Masse de poudre végétale
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Tel que :
Masse de poudre végétale =masse de poudre végétale utilisées avant étuvage.
Masse d’eau = masse totale avant étuvage- masse totale apres etuvage.

-La matiére seche (MS) est calculée comme suit :

(MS)%=100 -T eau %

MS 9% : matiére seche.

T eau % : taux de la teneur en eau.

I1.7.2. Détermination de la teneur en cendre

Le dosage des cendres est effectué selon la méthode (Williams, 1984). C’est une méthode qui
permet de mesurer la quantité de substances résiduelles non volatile lorsque 1I’échantillon est calciné.
Elle consiste a introduire 3g de poudre végétale dans deux creusets préalablement tarés. La poudre
végétale est calcinée a 600°C dans le four a moufle pendant six heures. Le pourcentage des cendres

totales est calculé par le rapport suivant :

Masse des cendres T

Pourcentage des cendres totales = — X100
Masse de poudre végétale

Tel que :
Masse des cendres T : ¢’est la masse des cendres totales obtenue apreés la calcination.

Masse de poudre vegeétale : ¢’est la masse de poudre utilisée avant la calcination.

27



Chapitre 11 Materiel et Méthodes

I1.8. Préparation de I’extrait

Les composés phénoliques ont été extraits a partir de la partie aérienne de la plante Marrubium
vulgare bien broyés par la méthode de macération dans le méthanol (extraction solide-liquide). Le
principe se base sur I’entrée du solvant dans le solide par un mécanisme osmotique et la sortie du soluté
par dialyse ou par diffusion (Ross et al., 2009). Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le
protocole décrit par (Bruneton, 1999) on y apportant quelques modifications (Figurel3). 15g de la
poudre végétale finement broyée est macéré dans 120 ml d’éthanol pendant 24h, Le mélange est ensuite
filtré et le filtrat est clarifié par centrifugation a 2000 tr/min pendant 5 min. 1l est ensuite séché par un
Evaporateur rotatif a 40°C et repris dans 4 ml d’éthanol pure. L’extrait ainsi obtenu est conservé au

réfrigérateur a 4°C avant son utilisation.
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[ Apres 24h ]

Le mélange est

/ :_‘ :‘ filtré sur papier

@nageant est clarifié par centrifugation a 2000tr/min pendantD

Le surnagent est Maximum & une Lextrait de la
placé dans I'étuve température de 45°C plante Marrubium
a l'aide d'un creusé pendant 7h vulgare L.

Figure 13. Préparation de I’extrait éthanolique de Marrubium vulgare L.
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* Calcul du rendement d’extraction
Le rendement d’extraction est calculé en pourcentage du rapport de la masse de I’extrait

obtenue sur la masse totale de la poudre végétale utilisée dans I’extraction, selon la formule
suivante :

m—mo0

R% = x 100

Tel que :

R% : rendement de la matiere extraite ;
m : masse du ballon aprés extraction ;
mO : masse du ballon vide (avant I’extraction) ;

(m-m0) : masse de I’extrait sec ;
mt : masse totale de la poudre végétale utilisée dans I’extraction.

I1.9. Dosage des polyphénols
* Principe
La teneur en composés phénoliques de notre extrait est estimée par la méthode de Folin-ciocalteu
selon (Li et al., 2007). Cette methode colorimétrique utilise le réactif de Folin Ciocalteu de couleur
jaune qui est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PM012040).

Son principe est basé sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique

phosphomolybdique de réactif de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques,
conduisant & la formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un
maximum d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols
présents dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005).
* Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux dans 1’extrait de la partie aérienne de Marrubium vulgare L. est
effectué selon la méthode de Folin Ciocalteu (Wong et al., 2006). Mélanger 0,1 ml d’extrait (4mg/ml)
avec 0,4 ml de la solution de carbonate de sodium Na.CO3 (2 %). Ce mélange est agiter et incuber
pendant 5 minutes. Par la suite ajouter 0,5 ml de réactif Folin-Ciocalteu a 1N , puis la préparation est
incuber pendant 2 heures a ’abri de la lumiére et a température ambiante. La lecture est effectuée
contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre a 760nm. La quantification des polyphénols est

30


https://www.google.com/search?sca_esv=a7dd94b2e88221ce&sxsrf=ADLYWIKB34R6RkaDFf5C_spaPxOmly8fBA:1717433659330&q=phosphotungstique&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjE6MH58r-GAxVNhf0HHT2VBL4QkeECKAB6BAgKEAE

Chapitre 11 Materiel et Méthodes

déterminée en fonction d’une courbe d’étalonnage, réalisée par ’acide gallique a différentes

concentrations, dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en

milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme de matiere végétale seche.

I1.10. Evaluation des activités biologiques

I1.10.1. Activité antioxydant

Dans notre étude, la démonstration de I'activité antioxydant in-vitro de nos extraits est menée a
travers quatre activités, a savoir: le piégeage du radical libre DPPH+, le piégeage du radical libre
ABTS+, la méthode de la Réduction du fer FRAP (Ferric reducing antioxydant power).

11.10.1.1.Test de DPPH
» Principe

La capacité des extraits a réduire les radicaux libres Du radical DPPH est mesuree par la méthode de
spectrophotométrie décrite par Blois, (1958). Le changement de couleur violet a jaunatre du DPPH en
présence de composés anti radicalaires met en évidence le potentiel antioxydant de I’échantillon grace
a sa capacité a piéger les radicaux libres.

Le DPPH est un radical libre stable de couleur violette, il présente une absorbance caractéristique
dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH"
est réduit en diphényle picrylhydrazine par un compose a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi
une décoloration. L’intensit¢é de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu & donner des protons (Fadili et al., 2017).

* Mode opératoire

La méthode est effectuée a température ambiante pour éviter tout risque de dégradation thermique
des molécules examinees.

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml 1’éthanol. Un
volume de 50pl de chaque solution éthanolique des extraits et de standard (acide ascorbique) a
différentes concentrations (de 0,031 a 1mg/ml) sont ajoutés a 1,95ml de la solution éthanolique du
DPPH (0,0024g/1). En outre, un controle négatif est préparé en mélangeant 50ul d’éthanol avec 1,95ml
de la solution 1’éthanol DPPH. Apres 30 minutes d'incubation a I'obscurité et a température ambiante,
la lecture de I'absorbance est effectuée contre un blanc préparé pour chaque concentration a 517nm
(Sanchez et al., 1998)
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Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (P1%) selon la formule suivante :

Abs Controle - Abs Extrait
Pl1% = x 100

Abs Controle

Abs Controle : est I'absorbance de la réaction témoin contenant tous les réactifs a I'exception
de I'extrait.

Abs Extrait : est I'absorbance de la réaction contenant de 1'extrait ou ’acide ascorbique.

11.10.1.2. Activité de réduction du radical-cation ABTS+
» Principe

Ce test porte sur la production directe du bleu vert ABTS + Chromophore. Il a une absorption maximale
a 734nm. L’activité de piégeage du radical ABTS a été effectuée en utilisant la méthode de Re et al.
(1999).

* Mode opération

Le réactif radical chromogéne ABTS, & une concentration de 7,0 mM, est préparé en dissolvant 19,2 mg
du composé dans de I'eau et en le diluant & 50 ml. A cette solution, on ajoute 3,3 mg de persulfate de
potassium (K2S20s) afin d'obtenir une concentration finale de persulfate de potassium de 2,45 mM. La
solution de cation radicalaire ABTS obtenue est laissée a mdrir a température ambiante dans I'obscurité
pendant 12 & 16 heures. Avant utilisation, cette solution est diluée dans I'éthanol pour obtenir une
absorbance voisine de 0,700 + 0,002 a 734 nm. Pour les tests, 150 pl d'extrait a différentes concentrations
(4 mg/ml) sont mélangés a 650 pl de la solution ABTS+, chaque dilution étant réalisée en triple. Un
contréle négatif est préparé en mélangeant 150 ul d'éthanol avec 650 pl de la solution ABTS+. Un contréle
de couleur est préparé en mélangeant 150 ul d'extrait a différentes concentrations avec 650 pl de la solution
ABTS+. Apreés 10 minutes d'incubation a I'abri de la lumiére, I'absorbance des solutions est mesurée a 734

nm contre un blanc (éthanol) (Takebayashi et al., 2010).

V' Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (P1%) selon la formule suivante :

A Controle - A Extrait
Pl% = x 100

A Controle

CC : absorbance du contrdle négative.

CE : absorbance de I’échantillon,
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CA:: absorbance du contrble de couleur de I’échantillon.

I1.10.1.3. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

* Principe

La réduction du fer des extraits a été déterminée en utilisant la méthode de (Oyaizu, 1986).
Cette methode est basée sur le changement de couleur de I'échantillon vers le bleu en fonction de la
puissance de réduction de chaque composé.

* Mode opératoire

Le protocole est réalise selon la technique décrite par (Karagozler et al. 2008). Mélanger 0,2 ml de
I’extrait a différentes concentrations (4 mg/ml) avec 0,5 ml d’une solution tampon phosphate (pH 6,6) et
0,5 ml d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)6 a 1 %. Incuber I’ensemble a 50 °C pendant
20 minutes dans un bain-Marie. Laisser le mélange refroidir, puis ajouter 0,5 ml de 1’acide
trichloroacétique (TCA) a 10 % pour stopper la réaction. Centrifuger 1I’ensemble a 3000 tr/min pendant 10
minutes. Combiner 0,5 ml de surnageant avec 0,5 ml d’eau distillée et 0,1 ml d’une solution aqueuse de
chlorure de fer FeClz a 0,1 %. Mesurer I’absorbance a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 700 nm. Le test est
répété trois fois.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, I’acide ascorbique, dont
I’absorbance a ét¢é mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. Une augmentation de

I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Bougandoura et

Bendimerad, 2013).

I1.10.2. Activité anti-inflammatoire par la méthode de dénaturation des BSA
* Principe
Le test anti-inflammatoire est réalisé selon (Chakou et al. 2021), cette technique est effectuée selon la

méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines.
*  Mode d’opératoire

Dans des tubes a essai, un volume de 50uL des polysaccharides ou de diclofénac (contrdle de couleur),
est ajouté a 450 pL de BSA a 0,5%. Le mélange résultant est incubé a 37°C pendant 20 min, puis chauffé
a 70°C durant 10 min, apres refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution tampon phosphate (pH 7,4)

est ajouté. L’absorbance est mesurée par un spectrophotométre UV —visible & 660 nm, voir Annexe 3.
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Calcul du pourcentage d’inhibition :

Abs controle négatif—Abs controle positif

INHI%= x100

Abs controle négatif

CE : absorbance du contrdle positif
CA: absorbance du contréle négatif

11.10.3. Activité antibactérienne

* Principe

Pour tester I’activité antibactérienne de l'extrait ethanolique de la plante Marriubum vulgare L., la
technique adoptée est la methode de diffusion sur milieu solide, a partir des disques imprégnés avec
I’extrait selon le Comité National des Normes du Laboratoire Clinique (NCCLS, 2001). Elle permet de
déterminer I’activité inhibitrice de croissance bactérienne par la mesure du diamétre d’inhibition autour

d’un disque.

* Mode opératoire
v' Préparation des milieux de culture
La gélose Muller Hinton stérile préte a I’usage est coulée aseptiquement, dans des boites de Pétri stériles
de 90 mm de diameétre. L'épaisseur de la gélose est de 3mm répartie uniformément dans les boites. La
gélose doit étre solidifiée a température ambiante avant usage.
v' Préparation des disques
Des disques de 6 mm de diamétre sont découpés dans du papier Wattman et stérilisés dans un autoclave.
v Préparation de I'inoculum
A partir de cultures jeunes, des colonies de bactéeries son prélevées a 1’aide d’une anse de platine est
dilué dans de I’eau physiologique stérile a 0.09 %.
La lecture de la densité de chacune des suspensions microbiennes préparées est réalisée a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a 620nm, 1’absorbance doit étre comprise entre 0,2 et 0,3 ce qui correspond a une
concentration de 10® UFC/m.
v" Ensemencement
La suspension bactérienne préalablement préparée est ensemencée a I’aide d’un écouvillon, puis on
dépose aseptiquement a 1’aide d’une pince stérile un disque de 6 mm imbibé de 20 ul de I’extrait de

Marrubium vulgare L. sur la gélose Muller Hinton. L’expérimentation est répétée en triplicata, le témoin
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positif est représenté par les différents antibiotiques standards utilisés. Le tout est incubé a 37°C pendant
24h,
v Expression des résultats
Le protocole de base des antibiogrammes adopté est celui proposé par le laboratoire de microbiologie
de I'Ecole Polytechnique Fédérale de LAUSANNE (Faculté Environnement Naturel, Architectural et
Construit Institut des infrastructures, des ressources et de 1’environnement, Section D’architecture,

Suisse):

* Insensible (-) < 8 mm de diamétre.

* Sensible (+) entre 9 et 14 mm de diametre.

* Tres sensible (++) entre 15 a 19 mm de diamétre.

» Extrémement sensible (+++) aux diametres supérieurs a 20 mm (Ponce et al., 2003).

I1.11.Analyse statistique

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais et les résultats sont exprimés par la moyenne

+ de I’écart type.
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Les résultats de I'analyse de l'extrait éthanolique de Marrubium vulgare L. sont représentés sur les
tableaux et les figures suivants les parametres :
» Caracteéristiques phytochimiques de la partie aérienne de Marrubium vulgare L.
Teneur en eau.
Teneur en cendre.
Rendement de I"extraction de la poudre des feuilles et tiges.

Dosage des polyphénols.

YV V V V V

Evaluation des activités biologiques :
v Activité antioxydant.
v Anti inflammatoire.

v" Antibactérienne

I. Screening phytochimique
Les résultats du criblage phytochimique de la poudre Marrubium vulgare L. sont mentionnés dans le

tableau 6.

Tableau 6. Résultats du screening phytochimique de la plante Marrubium vulgare L.

Totaux
+++
Les
tanins
Catéchique  +++
Composés
phénoliques
Gallique +++
Flavonoide

+++
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Anthocyane

+++

Leuco anthocyane -
Stéroide +++
Saponoside +++
Irridoide +++

Quinone -
Mucilage +++

Alcaloide -
Coumarin +++
Protéine +++
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Glucoside +++

Amidon -

(+++) : tres riche en composé ; (-) : absence du composé

Les résultats du screening phytochimique de Marrubium vulgare L. ont révélés une richesse dans les
métabolites primaires et secondaires. En effet, on observe une forte concentration en tanins totaux , tanins
catéchiques, tanins gallique, flavonoides, anthocyanes, stéroides, saponosides, irridoide, mucilage,
coumarins, les proteines et les glucosides. Par contre, on note une absence des leuco anthocyanes, des
quinones et des alcaloides.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par plusieurs auteurs. En effet, (Rhoades et al., 2013),
ont mis en évidence la présence des tanins, des flavonoides, des alcaloides, les composés réducteurs, des
coumarines, des stérols, des stéroides, des saponosides, et de I’amidon. (Bouterfas et al., 2016) ont révélé
également la présence de ces métabolites dans les extraits de M. vulgare, a 1’exception des coumarines.
De plus, (Fayyad et al., 2014) ont noté la présence des flavonoides aglycones et des stéroides dans tous
les extraits de M. vulgare sauf I’extrait héxanique.

(Rhoades et al., 2013), rapportent que la composition chimique est influencée par les conditions
climatiques tels que les températures €leveés, I’exposition au soleil, la secheresse et la salinité du sol, qui
stimulent la biosynthese des métabolites secondaire.
I1. La teneur en eau et en cendre

La connaissance de la teneur en humidité est importante pour déterminer un produit qui peut étre stocké
pendant une longue période sans risque d'étre attaqué par des agents bactériens et fongiques qui pourraient
altérer la qualité par décomposition (Aguilera-Morales et al., 2005). Le taux de cendre représente la
quantité totale en sels minéraux présentes dans un echantillon (Afnor, 1984). La determination de la teneur
en cendres des échantillons d'aliments n'a pas de signification nutritionnelle en soi, mais la valeur des
cendres est un controle utile pour résumer la composition proximale de I'aliment et une mesure de sa teneur

en minéraux (Prapasiri et al., 2011). Les résultats obtenus sont mentionnés dans le Tableau 7.
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Tableau 7. Teneur en eau et en cendre de la plante M. vulgare

Teneur en eau % Teneur en cendre % La matiere seche

99+0,01 22+0,07 1%

Les résultats représentés dans le Tableau7 indiquent que la teneur en eau de la plante Marrube vulgare
fraiche récoltée dans la région de Zamouri est de 99%=0,01. Cette valeur est importante et peut étre
expliquée par les conditions de cueillette de plante, réalisée au début du printemps ; la plante était encore
en phase de croissance, elle nécessite une grande quantité d’eau pour son développement. Cependant, une

forte teneur en eau peut entrainer une détérioration, ce qui nécessite un séchage avant son utilisation.

Cette variation de la teneur en eau peut étre due aussi aux différentes conditions environnementales :

exposition aux différentes conditions pédoclimatiques et répartition géographique (Laoufi, 2017).

Le résultat de la teneur en cendre obtenu pour 3g de poudre végétale est de 22%=0,07. Le taux de cendre
représente la quantité totale en sels minéraux présentes dans un échantillon (Afnor, 1984). Ces variations
peuvent étre causées par divers facteurs écologiques, notamment I'age de la plante, la période du cycle

végétatif, les caractéristiques édaphiques du sol ou méme des facteurs génétiques (Laoufi, 2017).

II.Caractéristiques organoleptiques, physico-chimique et rendement de I’extrait
éthanolique de Marrubium vulgare L.

Les résultats des caracteéres organoleptiques, physico-chimique et le rendement de 1’extrait éthanolique

de Marrubium vulgare L.sont résumées dans le Tableau 8

Tableau 8. Caractéristique de ’extrait de Marrubium vulgare L.
Sgsalnhlls Marrubium vulgare

Mode d’extraction

Rendement (%)

L’extrait éthanolique de la poudre Marrubium vulgare se caractérise par une couleur marron caramel
et une odeur henné. Il présente un godt amer et un aspect pateux collant.

Le rendement obtenu pour 15 g de poudre de Marrubium vulgare L. est de 6%. L’étude rapportée par
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(Rhoades et al., 2013) a montré que l'extraction réalisée sur les feuilles, tiges et racines de Marrubium
vulgare L. a donné un rendement de 6% pour les feuilles et de 1,5% pour les tiges, en utilisant 1’éthanol
comme solvant. Le rendement d'extraction dépend de plusieurs facteurs : le temps, la température et la
différence entre les parties aériennes et chaque partie prise séparément. Le rendement d'extraction dépend
de plusieurs facteurs : le temps, la température et le solvant utilisé dans I'extraction.
IVV.Dosage des polyphénols

La teneur en polyphénols de I’extrait aqueux des feuilles et tiges de R. peregrina est représentée dans le

tableau N° 9.

Tableau.9. Teneur en polyphénols totaux de I’extrait éthanolique de la poudre du Marrube blanc L

Marrubium vulgare L. Rendement

Infusé (mg EAG /1g de matiére séche) 15,351+0,14
1,2 -
1 4
E 08 -
=
2
~ 06 -
(@]
S 04 - y =0,0102x + 0,0329
R?=0,9976
02 -
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentration en acide gallique ug/ml

Figurel4. Courbe étalon de I’acide gallique

La détermination de la concentration des polyphénols dans 1’extrait ethanolique de la partie aerienne de
Marrubium vulgare est effectuée en suivant la méthode spectrophotométrique en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu. Cette derniére nécessite préalablement I’établissement d’une courbe d’étalonnage
linéaire avec de I’acide gallique comme étalon (I’équation standard de courbe : y= 0,0102x + 0,0329
;R2=0,9976).

D’apres nos résultats, la teneur en polyphénols obtenue est estimée a 15,351+0,14 mg EAG/g. Nos
résultats pour I’extrait éthanolique sont supérieurs a ceux rapportés par (Wojdylo et al., 2007), qui ont

révélé que I’extrait méthanolique de Marrubium vulgare contenait une teneur en polyphénols de 3,86 +
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0,05 mg EAG/g. En revanche, nos résultats sont inférieurs a ceux des travaux de (Matkowski et al., 2008),
qui ont rapporteé des résultats divergents avec une teneur en polyphénols de 63,4 + 1,7 mg EAG/g pour un
extrait méthanolique de M.vulgare. La teneur phénolique d'une plante dépend également d'un certain
nombre de facteurs intrinséques et extrinséques, en particulier les conditions climatiques, la maturité a la

récolte et les conditions de stockage ainsi que le solvant d’extraction.
V. Résultats des Activités biologiques in vitro

V.1. Activité antioxydant

V.1.1.Test au DPPH

Les résultats du pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH par I'extrait éthanolique de Marrubium
vulgare L. et de I'acide ascorbique sont illustrés dans la figure 15.

TEST DE DPPH
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pourcentage d'inhibition %

40 M Extrait
Acide ascorbique

20 I
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o Q'\\’ Q\Q Q\Q

concentration mg/mi

Figurel5. Pouvoir anti-radicalaire de 1’extrait éthanolique de Marrubium vulgare L. et de I’acide

ascorbique

Tableau 10. Valeurs d’IC50 de I’extrait de Marrubium vulgare L et de I’acide ascorbique
Extraits IC50 (mg/ml)
Marrubium vulgare L

Acide ascorbique

Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est faible proportionnellement avec la concentration

croissante de I’extrait de Marrubium vulgare L. L’acide ascorbique utilis¢ comme antioxidant standard a
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révelé une bonne activité anti-radicale en comparaison avec 1’extrait Marrubium vulgare, avec des 1C50
de 0.187+00mg/ml et de 17.16+0.05mg/ml respectivement.

L’extrait de la plante montre une activité antioxydante nettement inférieure a celle du produit de référence,
I'acide ascorbique. L'augmentation de I'absorbance dans le milieu réactionnel est corrélée a une réduction
de I'IC50.

Les résultats rapportés par (Ghedadba, 2017), montrent que les extraits méthanoliques de M. vulgare
ainsi que les standards exercent une activité antiradicalaire d’une maniere dépendante de la concentration.
L’activité augmente avec la concentration pour atteindre un maximum au-dela la duquel elle reste
constante (plateau).

En revanche, selon les résultats de (January, 2023), I'éthanol présente un pouvoir antiradicalaire
significatif (APR = 15 + 0,00%), proche de celui de la quercétine (APR = 16,74 + 0,00%).
Les extraits de M. vulgare montrent une activité antiradicalaire dépendante de la dose, avec des I1C50
déterminés pour chaque extrait. Selon (Kadri et al., 2011), une valeur plus faible de I'IC50 (la
concentration du substrat qui provoque une inhibition de 50 % de I'activité de DPPH) indique une activité
antioxydante plus élevée. Les résultats du pouvoir antioxydant peuvent étre influencés non seulement par
la composition chimique, mais aussi par les conditions de test (température de réaction, ratio

antioxydant/DPPH, type de solvant, pH, concentration de I'échantillon).

V.1.2.Test a PABTS*

Le radical ABTS" est largement utilisé pour déterminer I’activité antioxydant de 1’extrait de
Marrubium vulgare L. Une comparaison est faite avec la capacité de 1’acide ascorbique a capturer
I’ABTS™. Les résultats obtenus ont été exprimés en % d'inhibition, en valeurs IC50 mg/ml d'équivalents

BHT d'extrait de Marrubium vulgare portés sur la figure 16 et le tableau 11.
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TEST a ABTS
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Figure 16. Pourcentage d’inhibition d’ABTS en fonction des concentrations de I’extrait éthanolique de
Marrubium vulgare L.

D’apreés les résultats illustrés dans la figurel6, ’extrait de Marrubium vulgare L. révéle un pouvoir
réducteur hautement significatif. La valeur la plus élevé du pourcentage d’inhibition est de 100% a 1mg/ml
contre 69,7% d’acide ascorbique. Cependant, le pourcentage d’inhibition d’ABTS pour I’extrait végétale

est élevé acelui de contréle positif pour toutes les concentrations utilisées.
Le tableaull résume les IC50 calculés de I’extrait de Marrubium vulgare L. et du standard (BHT).

Tableau 11. Valeurs d’IC50 d’extrait éthanolique de Marrubium vulgare L. et le (BHT)

Extraits IC50 (mg/ml)
Marrubium vulgare L 0.460+0.08
BHT 0.022+00

L'extrait éthanolique présente une activité ABTS relativement élevé avec un 1C50 de 0,46 + 0,08 mg/ml.
Les résultats obtenue pour le standard utilisé (BHT) ont révélé un IC50 0,022 + 0,00 mg/ml.
Les résultats de I’activité antiradicalaire par I’ABTS obtenus par (Zaabat et al., 2010), ont montré que

I’extrait de M.vulgare polyphénolique présente un effet inhibiteur de 92,12+3,829 mg/ml.
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V.1.3. Test de FRAP

Le ferric reducing antioxidant power FRAP est largement utilisé pour déterminer I’activité antioxydant
de I’extrait de Marrubium vulgare L. Une comparaison est faite avec la capacité du BHT a capturer FRAP
Figure 17.
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Figure 17. Pourcentage d’inhibition de FRAP en fonction des concentrations de I’extrait éthanolique de
Marrubium vulgare L.

Selon les résultats présentés, I'extrait de Marrubium vulgare montre un pouvoir réducteur tres élevé. Le
pourcentage d'inhibition le plus élevé est de 98 % a une concentration de 1 mg/ml, comparé a 100 pour
I'acide ascorbique. Cependant, le pourcentage d'inhibition mesuré par la méthode FRAP pour l'extrait
végétal est inférieur a celui de l'acide ascorbique, utilisé comme contrdle positif, pour toutes les

concentrations testées.

Tableau 12. Valeurs d’IC50 d’extrait de Marrubium vulgare L et d’acide ascorbique par la méthode de
FRAP

Extrait IC50 (mg/ml)
Marrubium vulgare L

Acide ascorbique

Le tableau N°12 indique que I’extrait éthanolique présent une activité ferric reducing antioxydant power
(FRAP) supérieure (IC50 de 0.1214+0,04 mg/ml) a celle du standard utilisé¢ (Acide ascorbique) dont I’'IC50
est de (0,345+0.01 mg/ml).
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Selon les résultats des tests antioxydants, I’extrait qui présente une forte activité antioxydante posséde
une teneur élevée en polyphénols. Il a été prouvé que les composés phenoliques présents dans les plantes
sont principalement responsables de piégées les radicaux libres (Amessis-Ouchemoukh et al., 2014).
V.2. Activité anti-inflammatoire in vitro

Selon (Rathiste et al., 2013), la méthode de la dénaturation protéique est la plus convenable pour
I’évaluation de I’activité anti inflammatoire in vitro.

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la dénaturation du BSA de I’extrait
éthanolique du Marrube blanc avec comme standard, le diclofénac a différentes concentrations
(Figurel8).
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Figure 18. Pourcentage d’inhibition de BSA en fonction des concentrations de 1’extrait éthanolique de
Marrubium vulgare L.
La figure N°18, montre que la concentration de 1’extrait éthanolique de Marrubium vulgare L. est nulle

jusqu’a 0,25mg/ml aprés nous remarquons une augmentation progressive.

Tableau 13.Valeurs d’IC50 de 1’extrait éthanolique de Marrubium vulgare L. et du standard le diclofénac
Extraits IC50 (mg/ml)

Marrubium vulgare L
D

Dans le tableaul3, les valeurs d’IC50 enregistrées pour 1’extrait éthanolique de Marrubium vulgare L.

et le diclofénac montrent que I’extrait éthanolique posseéde une valeur plus élevée d’IC50 de 4+0,07 mg/ml
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que celle du standard utilisé diclofénac qui est de 0,941+0.04 mg/ml. Ceux-ci suggérent que M. vulgare

possede une activité anti inflammatoire moins puissante que celle du diclofénac.
V.3. Activité antibactérienne

Les résultats de I’activité antibactérienne des différents extraits de Marrubium vulgare L. et des
antibiotiques erythromicine, rifamicine, ciproflaxacine et la chloraphenicol sont présentés dans le
Tableaux14 voir Annexe 4 et Annexe 5.

Tableau 14. Résultats de ’activité antibactérienne de 1’extrait éthanolique de Marrubium vulgare L.

10,7+1,15

13,745,51 - + ] "
15,348,08 - + - -
12,0+1,00 - _ ) )
11,3%¢1,53 - - - -
11,7+2,08 - + + -
13,342,52 - + - -

Sensible (-) et Résistant (+)

Selon le tableau 14, I'activité est notablement plus élevée contre la souche Sphingomonas, avec une zone
d'inhibition de 15,3+8,08 mm, suivie par la souche Klebsiella SP avec une zone d'inhibition de 13,7+5,51

mm, et enfin la souche E. coli2, qui présente la zone d'inhibition la plus faible de 10,7+1,15 mm.

La sensibilité de I'extrait éthanolique est classée selon le diametre des zones d'inhibition comme suit :
toutes les souches sont considérées comme sensibles (+) avec un diametre de 9 a 14 mm. Cela inclut E.
coli2 (10,7 mm), Klebsiella sp (13,7 mm), E. coli6 (12,0 mm), Pseudomonas (11,3 mm), E. coli9 (11,7
mm) et E. colil0 (13,3 mm). Seule Sphingomonas paucimobilis (15,3 mm) est classée comme tres sensible

(++) avec un diameétre de 15 a 19 mm.

La sensibilité aux différents extraits est classée selon le diametre des zones d'inhibition, comme indiqué
par (Moreira et al., 2005) : non sensible (-) pour un diamétre inférieur & 8 mm ; sensible (+) pour un
diamétre entre 9 et 14 mm, et trés sensible (++) pour un diametre entre 15 et 19 mm.
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De plus, les résultats obtenus pour I’antibiotique d'Erythromycine restent sans effets sur toutes les
souches étudiees, a I'exception de la bactérie E. Coli2. De méme, pour I’antibiotique de Rifamycine, les
résultats des bactéries sont majoritairement sensibles a 1’exception de la souche d'E. Coli 6 et de
Pseudomonas aeruginosa. Les observations des effets de 1’antibiotique de Ciprofloxacine, révélent des
résultats négatifs pour la plupart des bacteries, a I'exception notable d'E. Coli2 et d'E. Coli9. Enfin,
I’antibiotique de chloramphénicol confirme cette tendance avec des résultats négatifs, a I'exception de

Klebsiella SP et d'E. Coli2.

Les résultats de I'activité antibactérienne des sommités de la partie aérienne du Marrubium vulgare ont
montré une bonne activité performance. L'étude a révélé que plusieurs parametres peuvent influencer la
détermination de I'activité antibactérienne, notamment la méthode d'évaluation, la concentration, le type
d'extrait, ainsi que la nature et la structure moléculaire des métabolites secondaires bioactifs.

Les études de (Ghedadba, 2017) ont mis en évidence l'activité antibactérienne de certains extraits
méthanoliques de plantes M. Vulgare. L'activité la plus élevée a été observée contre la souche SARM, avec
une zone d'inhibition de 16,34 £ 0,7 mm, suivie par S. aureus avec une zone d'inhibition de 14,13 + 1,03
mm. En revanche, E. Coli s'est révélée moins sensible, avec une zone d'inhibition de 12,94 + 0,5 mm.
Quelques zones d'inhibition modérées sont enregistrées avec 1’extrait méthanolique contre P. Aeruginosa
(7,24 £ 0,37 mm), K. Pneumoniae (7,84 + 0,56 mm), S. Typhimurium (7,56 £ 0,75 mm), ainsi que les deux
souches d'Entérobacter SP (9,47 + 1,67 mm ; 10,74 + 0,24 mm). L'extrait éthanolique de M. Vulgare
maintient son activité a une concentration de 62,5 mg/ml contre les souches SARM, S. Aureus et E. Coli.

Ces classifications représentent la sensibilité des souches testées aux extraits de M. Vulgare. La
sensibilité des souches S. Aureus et SARM, notamment pour les extraits méthanoliques, peut s'expliquer
par la probabilité de sensibilité des bactéries Gram (+) ou des modifications environnementales externes,
telles que la température, le pH et les extraits naturels, en raison de I'absence de membrane externe
(Balentine et al., 2006)
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Conclusion

La popularité des plantes a travers le monde continue dattirer I'attention pour leur importance dans les
systemes de médecine traditionnelle. Notre étude vise a étudier les activités biologiques de I'extrait
éthanolique de Marrubium Vulgare L. cultivé spécifiquement dans la région de Boumerdes. Nous
envisageons de réaliser une analyse phytochimique approfondie, d'évaluer les propriétés antioxydants et

antimicrobiennes, ainsi que d'explorer les activités anti-inflammatoires in vitro de cet extrait.

Les résultats de I'étude ont été concluants. L'analyse phytochimique a révélé une richesse notable en
métabolites secondaires, incluant des tanins, des flavonoides, des alcaloides, des composés réducteurs, des
coumarines, des stérols et des stéroides, des saponosides, ainsi que I’amidon.

L'analyse des polyphénols avec le réactif de Folin-Ciocalteu a révélé une concentration élevée dans
I'extrait éthanolique, indiquant ainsi ses propriétés bénéfiques pour la santé.

L’évaluation de I’activité antioxydant a révélé que 1’extrait éthanolique présente un pouvoir réducteur et
une capacité anti-radicalaire moyenne. De plus, 1’extrait a montré une activité anti-inflammatoire notable.
Les résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique de Marrubium Vulgare L. Il présente
une activité importance. Cela est illustré par les zones d'inhibition observées contre différentes souches

bactériennes telles que Sphingomonas et Klebsiella SP.

A travers la bibliographie consultée, ces découvertes soulignent I’importance de Marrubium Vulgare L.
comme source de composés bioactifs bénéfiques pour la santé humaine. Cependant, il est nécessaire de
mener des études complémentaires pour comprendre précisément les mécanismes responsables de ces
activités, ainsi que pour optimiser les conditions d'extraction afin d'améliorer la reproductibilité et

I'efficacité des résultats obtenus.

En perspective, des recherches ultérieures pourront utiliser ces résultats comme référence pour explorer
les applications médicinales de Marrubium Vulgare L., notamment dans le développement de thérapies
naturelles contre les maladies inflammatoires et comme agents antimicrobiens. De plus, I'optimisation des
méthodes d'extraction et 1’étude des constituants bioactifs spécifiques pourraient ouvrir la voie a de

nouvelles formulations pharmaceutiques dérivées de cette plante.
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Annexes

Annexe 1 : Le matériel non biologique utilisé dans I’expérimentation

Verreries

-Acide chlorhydrique (HCI)
-Acétate de sodium (C2H3NaO2)
-Coupeau de magnésium

-Acide sulfurique (H2s04)
-Propanol (C3H80)

-acide sulfurique (H2S04)
-Chloroforme (CHCI3)
-Ammoniaque (NHs OH)
-Ethanol absolu

-ABTS

-Persulfate de potassium (K2s08)
-Dihydrogénophosphate de sodium
(Nah2po4)
-Hydrogénophosphate de --------
-sodium (Na2hpo4)

-eau distillait

-Eau physiologique

-Glucophage

-Glucose

-Diclofenac

-Carragénine

-Acide nitrique (HNOs)

-Acide ascorbique. (C6HB806)
-Acide gallique (C7H605)
-Carbonate de sodium (Na2CO3)
-Folin- Ciocalteu

-Ethanol.

-Méthanol.

-Solution de DPPH

-Tampon phosphate
-Trichlorure de fer (FeCl3)
-BSA.

Réactifs

- Béchers

- creusé

- Burette graduée

- Compte-gouttes

- Embouts

- Entonnoir

- Eprouvette

- Erlenmeyer

- Fioles

- Flacons (250ml)

- Flacons en verre ambré
- Papier aluminium

- Papier filtre (0.45pum)
- Pipette

- Pipette graduée

- Porte tube a essai

- Portoirs

- Cuvettes

- Spatule

- Tubes a essali

- Tubes secs a bouchons

- Verres de montre
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Annexes

Annexe 2 : Appareillage
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Spectrophotometre
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Annexes

Annexe 03 : Préparation du tampon phosphate salin PH 6.8

Constituants Quantités
NaCl 49

KCI 0.1g
Kh2PO4 0.12g
NazHPO4 0.72g
Eau distillée 500ml

Annexe 04 : Antibiogramme

Antibiogramme

souche erythromicine rifamicine  ciproflaxacine chloraphenicol
montst I I IS I
E.coli
(infection) 20 36
4 15 36
5 25 15 40 34
6 35 35 30 15
7 13 30 40 30
8 20 12 34 30
9 32 37
10 30 40 26

70



Annexes

Annexe 5.

» -

X XXX 3]

Récapitulatif des étapes de 1’activité antibactérienne de 1’extrait éthanolique de M. vulgare

a. Ensemencement ; b.L’inoculum ; c.Inbibition ; d.Incubation ; e.Dép6t des disque
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SUMMARY

Among the medicinal plants identified among the populations and benefiting from a good therapeutic
reputation and which therefore must be put to the test of serious chemical and biological decryption
investigations, Marrubium vulgare. In order to provide evidence of its safety and to make its use more
efficient, a phytochemical study was carried out, the antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial
biological activities.

The study focused on the aerial part of the plant. The extraction of polyphenols is carried out using ethanol
with the calculation of the yield. In vitro antioxidant activity is determined by the free radical DPPH and
ABTS and FRAP, BSA anti-inflammatory activity and antibacterial activity.

The phytochemical study highlighted the presence of total tannins, Catechic tannins, gallic tannins,
flavonoids, anthocyanins, steroids, saponosides, irridoids, Mucilag, coumarins, proteins, glucosides, and the
absence of Leuco anthocyanins, quinones and alkaloids and starch. The evaluation of the extraction yield
indicates a value of 6%. Physicochemical tests show a high water content (994£0.01%) and an ash content of
22+0.07%. The determination of total phenols by the Folin-Ciocalteu method revealed a level of
15,351+0.14 mg EAG/g.

The evaluation of the extraction yield indicates a value of 6%. Physicochemical tests show a high water
content (9920.01%) and an ash content of 22+0.07%. The determination of total phenols by the Folin-
Ciocalteu method revealed a level of 15,351+0.14 mg EAG/g. The quantitative evaluation of the anti-radical
activity proved that the ethanolic extract of Marrubium vulgare L. Has an average antioxidant activity
compared to DPPH (IC50 = 17.16£ 0.05 mg/ml); and more significant for ABTS (IC50 = 0.64+ 0.08 mg/ml)
and FRAP (IC50 = 0.121+ 0.04 mg/ml). Its BSA anti-inflammatory activity shows a lower capacity (IC50 =
4+ 0.07 mg/ml) than that of the standard used diclofenac (1C50=0.941+ 0.04 mg/ml). The antibacterial
activity of the ethanolic extract of M. vulgare showed effectiveness against the Sphingomonas paucimobilis
strain with a diameter of 15.3 mm.The Marrubium vulgare L. plant has several therapeutic virtues which
make it a source of very varied active ingredients usable in the pharmaceutical field which must be explored.
Key words: Marrubium vulgare L, ethanolic extract, DPPH, ABTS, FRAP, BSA anti-inflammatory activity,
antibacterial activity.



