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Résumé

Marrubium vulgare est une plante médicinale de la famille des Lamiaceae, répandue en
Algérie et appelée localement « Mariout ». En médecine traditionnelle, les feuilles de cette
plante sont utilisées pour traiter les maladies du foie, les troubles digestifs et les douleurs
abdominales. Ce travail a été réalisé pour quantifier certains composés phytochimiques et
évaluer l'activité antioxydante et antibactérienne des extraits de la plante. Les extraits ont été
préparés par macération en utilisant quatre solvants de polarité¢ différente. Le rendement
d’extraction le plus ¢élevé a été obtenu dans l'extrait aqueux (10.6 %), suivi par l'extrait de
méthanol (8.5%), puis D’extrait d'acétone (3.36%) et enfin, I’extrait d’hexane (1.84%).
L’extrait aqueux a montré les teneurs les plus élevées en polyphénols (60.54 pg équivalent
acide gallique /mg d’extrait), I’extrait d'acétone était le plus riche en flavonoides (100.1 pg
¢quivalent quercétine/mg d'extrait) et I’extrait de méthanol le plus riche en tannins (81.29 pg
d'équivalent d'acide tannique/mg d'extrait). La meilleure capacité a réduire le fer est
représenté par I’extrait méthanolique qui a montré une valeur maximale d’absorbance de 0.94
a une concentration de 2 mg/ml. Dans le test du béta-caroténe/acide linoléique, 1'extrait
d’hexane a montré une activité supérieure aux autres extraits, avec un taux d'inhibition de
84.82%. L'activité antibactérienne a été étudiée contre trois souches microbiennes (S. aureus,
E.coli et P.aeruginosa), ou les extraits n’ont montré aucun effet antibactérien a une

concentration de 200 mg/ml.

Mots clés :Marrubium vulgare, extrait aqueux, extraits organiques, polyphénols, FRAP,

béta-caroténe, activité antibactérienne.



Abstract

Marrubium vulgare is a medicinal plant from the Lamiaceae family, widespread in
Algeria and is called locally "Mariouth". In traditional medicine, the leaves of this plant are
used to treat liver diseases, digestive disorders and abdominal pain. This work was realized to
quantify some phytochemical compounds and evaluate the antioxidant and antibacterial
activities of the plant extracts. The extracts were prepared by maceration using four solvents
with different polarity. The highest yield extraction was obtained in aqueous extract (10.6 %),
followed by methanol extract (8.5 %), then acetone extract (3.36 %) and finally hexane
extract (0.52%). Aqueous extract showed the highest levels of polyphenols (60.54 ng gallic
acid equivalent/mg of extract), acetone extract was the most rich in flavonoids (100.1 pg
quercetin equivalent/mg extract) and methanol extract the most rich in tannins (81.29 pg
tannic acid equivalent/mg extract). The best capacity to reduce iron is represented by
methanol extract which showed a maximal absorbance value of 0.948 at a concentration of 2
mg/ml. In the beta-carotene / linoleic acid, hexane extract showed a higher activity than the
other extracts with an inhibition rate of 84.82%. The antibacterial activity was studied against
three microbial strains (S. aureus, E.coli and P.aeruginosa), where extracts did not show any

bacterial effect at a dose of 200 mg/ml.

Key words: Marrubium vulgare, aqueous extract, organic extracts, polyphenols, FRAP, beta-

carotene, antibacterial activity.
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Introduction

Pendant longtemps, les plantes médicinales ont été utilisées pour améliorer la santé¢ humaine
et soigner plusieurs maladies. Ce savoir traditionnel s'est transmis de génération en
génération, et constitue aujourd'’hui, d'une part, une mine d'informations pour ceux qui
préférent les usages folkloriques, et d'autre part, une ressource inestimable pour l'industrie

pharmaceutique (Ben Guegua, 2010).

Selon 1'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS), environ 65 a 80% de la population
mondiale des pays en développement, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la
médecine moderne, dépend principalement des plantes médicinales traditionnelles pour les
soins de santé¢ primaires ; Malgré les avancées remarquables de la chimie organique de
syntheése au XXe siecle, plus de 25 % des médicaments prescrits dans les pays industrialisés
tirent leur origine directement ou indirectement des plantes. Les activités biologiques des
plantes médicinales sont dues aux métabolites secondaires qu’elles contiennent et surtout les

polyphénols (Calixto, 2005).

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre les systémes oxydatif et
antioxydant de I'organisme. Il a en effet été décrit comme un agent causal critique impliqué
dans de nombreuses maladies humaines chroniques telles que le cancer, les maladies
cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives, l'inflammation, le diabéte sucré et le
vieillissement (Uttara et al, 2009). Ces dommages oxydatifs sont obtenus par I'attaque des
radicaux libres sur diverses biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et I'ADN, ce

qui conduit finalement a la dégradation et a la mort des cellules (Moon et Shibamoto, 2009).

Les infections bactériennes sont causées par divers micro-organismes et sont a l'origine
des maladies les plus meurtriéres et des épidémies les plus répandues. De nombreux
antibiotiques ont été¢ développés pour les traiter, mais son abus est dii a I'émergence de

résistances multi-bactériennes (Hesini et al., 2007).

La plante Marrubium vulgare est une plante médicinale traditionnellement utilisée dans le
traitement de nombreux troubles comme les maladies du foie et de la vésicule biliaire, la
constipation, accumulation de liquide dans le corps, ballonnements, ainsi que les douleurs et

crampes abdominales (Guib-fakim, 2006).

Dans ce travail, l'activité antioxydante et antibactérienne des extraits préparés a partir des

parties aériennes de Marrubium vulgare. Cette étude contribue a :
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Préparation des extraits des parties aériennes de Marrubium vulgare.

Screening phytochimique et évaluation de la teneur en polyphénols, flavonoides et
tanins des extraits préparés.

Etude du pouvoir antioxydant des extraits par la méthode de FRAP et le test de
B-caroténe/acide linoléique.

Etude de l'activité antibactérienne des extraits en utilisant la technique des puits de

diffusion.
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1. La plante Marrubium vulgare

1.1. La famille des Lamiaceae
1.1.1. Généralités

La plante ¢tudiée appartient a la famille des lamiaceae anciennement appelées Labiatae,
se compose de 6900 a 7200 especes réparties en236 genres (Dinc et al., 2009). Les genres les
plus importants sont Salvia (900 especes), Scutellaria (360 espéces), Coleus (325 especes),
Plectranthus (300 especes), Hyptis (280 especes), Teucrium (250 especes), Thymus (220
especes) et Nepeta (200 especes) (Raja 2012 ; Venkatesshappa et sreenath, 2013).

Cette famille consiste d’herbes, d’arbustes et d’arbres vivaces, les plantes sont
recouvertes par des poils et glanduleuses, elles se caractérisent par une tige quadrangulaire
bien visible et a inflorescences verticillées ; les feuilles sont toujours opposées et simples et
les fleurs sont regroupées en €pis terminaux ou en bobines aux nceuds foliaires sur une grande
partie de la tige et généralement irréguliéres a systéme bilatéral zygomorphe (Guignard et
al., 2005 ). Parmi les plantes les plus connues appartenant a cette famille, on cite la menthe,

I’origan, la cataire, le romarin, les lavandes, les népétas et le teck.

1.1.2. Répartition géographique

La distribution des plantes de la famille des /amiaceae dans le monde est cosmopolite, on
les trouve surtout dans les zones tropicales et tempérées du monde et parfois dans les régions
arctiques et en hautes montagnes. Leur diversité est rencontrée dans le bassin méditerranéen,
I'Asie centrale, continent américain, les iles du pacifique, I'Afrique équatoriale et la Chine
(Walker et al., 2004) (Figure 1).

En Algérie, selon Quezel et Santa (1963), cette famille comprend 28 genres et 146
especes. Les Lamiaceae ne se rencontrent guere dans la région présaharienne et dans 1'étage
supérieur du Hoggar, sauf les trois espéces Marrubium deserti, Salvia aegyptica et Teucrium

polium sont largement répandues dans ces régions (Saad, 2017).

1.2. Le genre Marrubium

Le genre Marrubium comporte 30 especes réparties dans différentes régions dans le
monde. Les plantes appartenant a ce genre sont des Arbustes a tiges et face inférieure des
feuilles blanches tomenteuses. Les inflorescences sont en glomérules verticillés. Les bractées
sont linéaires aigues et les fleurs sont blanches. Le calice a 10 dentes, dont les 5

commissurales un peu plus courtes, toutes terminées en pointe épineuse.
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En Algérie, on retrouve 6 especes différentes au sein de ce méme genre
Marrubiumvulgare, Marrubium supinum, Marrubium peregrinum, Marrubium alysson,

Marrubiumalyssoides PomeletMarrubiumdeserti de Noé (Quezel et Santa, 1963).

@rﬁfiﬂf’ﬁf )
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Figure 01 : Répartition géographique mondiale de la famille des lamiaceae (en
rouge) (Pirani et Prado, 2012).

1.3. L'espece Marrubium vulgare

1.3.1. Description botanique

Marrubium vulgare L. ou marrube blanc, connue en Algérie par le nom «Marriout», est
une espece trés répandue dans le bassin méditerranéen et utilisée pour ses vertus
thérapeutiques (Djahra et al., 2013). C’est une plante herbacée vivace de 30 a 60 cm de
haut ; ses tiges sont ramifiées, quadrangulaires, cotonneuses et denses ; ses feuilles sont
obliques, ridées, avec des bords verts jaunatres sur la face supérieure et blanc-vertes sur la
face inférieure ; ses fleurs sont nombreuses, blanches en contribuant au calice tubulaire, qui
s'agrandit considérablement par sa partie supérieure, formant un halo membraneux autour du

fruit (Quezel et Santa, 1963).

1.3.2. Classification
La position systématique de ’espéce M. vulgare est comme suit (Quezel et Santa,
1963) :
Reégne : végétal
Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes
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Classe : Eudicotylédones
Sous-classe : Astérides
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées
Genre :Marrubium

Espéce :Marrubium vulgare L.

1.3.3. Intéréts thérapeutiques

La plante M.vulgare est trés utilisée en médecine traditionnelle dans le traitement
symptomatique de la toux et lors des affections bronchiques aigu€s et bénignes. C’est un
expectorant des sécrétions bronchiques en cas de toux productive et est utilisée pour soulager
le mal de gorge (Belhattab et al., 2006). La plante est utilisée aussi comme antispasmodique,
anti-diarrhéique et tonique amer. En plus, cette espece est exploitée pour lutter contre la
cellulite et ’obésité. En outre, les composants du marrube ont des actions régulatrices sur les
muscles cardiaques. Un bon nombre de ces utilisations traditionnelles ont été confirmées par
des tests scientifiques. Actuellement, les recherches sur son action contre la fiévre typhoide
montrent que la plante a la capacité de faire baisser la fievre tout en améliorant 1I’état général

et en raccourcissant la durée de la maladie (Bremness, 2005).

1.3.4. Composition chimique

Les ¢études phytochimiques effectuées sur Marrubiumevulugareconfirment qu’elle
contient de nombreux métabolites secondaires, on cite essenticllement : les flavonoides
(apigénine 7-O-glucoside, lutéoline 7-O-glucoside), le ladanein, le cryoeryol 7-O glucuronide
(Boudjelal et al., 2012), les stérols, les dérivés de phénylpropanoides (verbascoside), les
terpenes, les tannins qui sont spécifiques des Lamiacées et dérivés de 1’acide
hydroxycinnamique et les saponosides (Wichtl, 2003).

Selon Kadri et ses collaborateurs (2011) qui ont réalisé une étude sur la composition
chimique des huiles essentielles de la partie aérienne de Marrubiumevulugre, 34 composés
ont été identifiés, dont les plus abondants sont le Y-Eudesmol, le B-Citronellol, le Citronellyl

formate, le Geranyl formate et le Germacrene-D (Tableau 1).
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Tableau 01 : Composition chimique de Marrubium vulgare (Huile essentielle) (Kadri et al.,

2011).

Composé % Composé %
N-trimethylsilyltrifluoroacetamide 2.35 | a-Muurolene 0.63
N,N-bistrimethylsilyltrifluoroacetamide | 0.97 | a-Amorphene 0.81
a-Pinene 1.16 | o-Humulene 0.68
Camphene 0.49 | Neoalloocimene 0.91
1,8-Cineole 3.72 | Nerylacetate 341
a-Thujone 2.29 | Germacrene-D 9.37
1-Vinylcyclohexane 0.75 | Ledene 5.35
Camphor 1.03 | B-bisabolene 0.86
Iso menthon 0.57 | 6-Cadinene 3.30
Borneol 0.61 | o —Agarofuran 0.42
B-Citronellol 9.90 | Furan-2-one, 4-phenyltetrahydro 1.44
Geraniol 2.42 | Y-Eudesmol 11.93
Citronellyl formate 9.50 | B-Cubebene 1.52
Geranyl formate 6.25 | Citronellylbutanoate 0.66
a-Copaene 1.37 | Geranyltiglate 5.53
B-Bourbonene 1.96 | Cyclononasiloxane, 3.08

octadecamethyl
Trans-caryophyllene 2.15 | Eicosamethylcyclodecasiloxane 2.29

2. Les radicaux libres, stress oxydatif et les antioxydants

2.1. Les radicaux libres

2.1.1 Définition

Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes qui possédent un ou plusieurs

¢lectrons célibataires (non appariés), ou ’'union d’un électron célibataire avec un autre

¢lectron peut créer une stabilit¢é en fonction du phénoméne d’oxydation (Halliwell,
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1996).Toutes les molécules réactives dérivées de 1’oxygene que ce soient des radicaux ou
molécules non radicalaires sont dites especes réactives d’oxygeéne (Kholkhal, 2014).

2.1.2. Les principaux ROS

2.1.2.1. L’anion superoxyde (02")

Les superoxydes sont des composés chimiques contenant I’anion dioxyde O,  dérivé de
I’oxygene avec un électron non apparié et possede alors des propriétés paramagnétiques
(Bonnot, 2009).

O,+tle >0y

2.1.2.2. Le radical hydroxyle (OH")

Une espeéce chimique qui attaque la plupart des molécules biologiques. Ce radical peut se

former selon la réaction de Fenton en présence des ions métalliques (Sorg, 2004) :
Fe*' + H,0, — Fe’" + OH + OH'
2.1.2.3. Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et L’oxygéne singulet (‘O,)

Deux molécules qui ne sont pas des radicaux libres proprement dits. L’H,O; a la capacité
de traverser les membranes des cellules et des organites cellulaires. Le 'O, est une forme
excitée d’oxygene, hautement oxydative (Halliwelt et Gutteridge, 1996).
2.1.2.4. Le monoxyde d’azote (NO)

Appelé aussi oxyde nitrique est un radical libre ubiquitaire dont la molécule comporte un
atome d’azote et d’oxygene et est synthétisé par I’enzyme NOS (Coleman, 2001)

O, +Arginine +NADPH — NO- + Cittrulline + H,O + NADP"

2.2. Le stress oxydatif

2.2.1. Définition

Le stress oxydatif se produit dans la cellule lorsque 1'équilibre est perturbé entre ses
oxydants et antioxydants ce qui favorise 1'état oxydatif. Ce déséquilibre est di a la
surproduction d'espéces oxygénées activées ou au manque de I’apport en antioxydants

(Halliwell, 1996).

2.2.2. Maladies liées au stress oxydatif

Dans de nombreuses maladies graves, en particulier celles liées au vieillissement telles
que les maladies cardiovasculaires et le cancer, le stress oxydatif est le facteur causal

originel.La plupart des maladies causées par le stress oxydatif apparaissent avec 1'age car le
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vieillissement réduit les défenses antioxydantes et augmente la production de radicaux dans
les mitochondries avec une diminution dans 1’efficacit¢ de la réparation des composants
oxydés et des systemes de dégradation (Sohal, 2002).A titre préventif, il est essentiel de
disposer d'une haute technologie permettant de bien établir 1'état de stress oxydatif d'un
individu afin de délivrer nos défenses antioxydantes optimales et de réduire les dommages a

I'ADN, aux protéines et aux lipides ( Haleng, 2007).
2.3. Les antioxydants

2.3.1. Définition

Un antioxydant est un agent qui ralentit ou empéche l'oxydation en neutralisant les
radicaux libres et les ROS en général, prévenant ainsi I'apparition de maladies liées au stress
oxydatif (Kulawik et al., 2013).

2.3.2. Les types d’antioxydants
2.3.2.1. Les antioxydants endogénes
A. La superoxyde dismutase (SOD)

Les SOD sont des métalloprotéines qui sont également des oxydoréductases assurant
I'élimination de l'anion superoxyde, qui est la premicre espece toxique formée a partir de
l'oxygeéne dans les cellules eucaryotes (Fridovich, 1995 ; Levine et Kidd, 1996). Ces
enzymescatalysentla réaction entre le superoxyde et des protons, ce qui donne de 1'oxygeéne et
du peroxyde d'hydrogéne (Murray et al., 2013) :

Oz~ +2H'— 0, +H,0;
B. La catalase

Cette hémoprotéine contient quatre groupes hémes et est localisée principalement dans les
peroxysomes (Valko et al, 2006). Elle possede une activité peroxydase et utilise une
molécule d’H,O, comme donneur d'électrons et une autre molécule d'H,O, comme oxydant
selon la réaction suivante (Murray et al., 2013) :

2H,0, — 2 H,0 + O,
C. Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR)

La GPx peut réduire d'une part le peroxyde d'hydrogeéne en molécule d'eau et d'autre part
les hydro-peroxydes organiques (ROOH) en alcools (Marfak ,2003). Ce rdle essentiel dans
le cycle redox car cette enzyme permet le maintien d'un milieu intracellulaire réducteur avec
un taux €levé de GSH et un faible taux de GSSG (Ganther, 1999).

H,0; + 2GSH—H,0 + GSSG
ROOH + 2GSH—ROH + H,0 + GSSG-

9
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D. Le glutathion (GSH sous sa forme réduite)

C’est un tri-peptide formé par la liaison entre 1'acide glutamique, la cystéine et la glycine.
Ce composé est particulicrement important car est un substrat de plusieurs enzymes
antioxydantes (Halliwell et Gutteridge, 1999). Le glutathion peut aussi régénérer la vitamine
E (Reddy et al., 1982) et réagir avec les radicaux hydroxyles directement pour interrompre la

chaine d'oxydation (Hermes-Lima, 2005).

2.3.2.2. Les antioxydants exogénes

Les principaux antioxydants issus de 1’alimentation sont la vitamine E, la vitamine C, les
flavonoides et les caroténoides. Ces molécules sont capables d’interrompre la chaine de
réaction radicalaire (Cadenas, 1989).Ici on cite :
A. La vitamine E

C’est un antioxydant liposoluble. De ce fait, elle cette vitamine est capable d'arréter la
propagation de la peroxydation lipidique (Singh et al., 2005).
B. Les caroténoides

Sont également des molécules liposolubles produites par les plantes et qui doivent étre
apportées par l'alimentation chez les animaux. Leur potentiel antioxydant pour lutter contre
la peroxydation lipidique est trés connu et ils sont aptes de réagir avec les radicaux libres de
trois manieres : par le transfert d'électron, d'hydrogéne ou la liaison directe avec le radical

(Tanumihardjo, 2013).
3. Antimicrobiens et résistance bactérienne

Les antibiotiques sont une découverte thérapeutique importante dans la lutte contre les
infections, ces médicaments jouent un rdle important dans le traitement des maladies
infectieuses ce qui entraine leur utilisation excessive et sélective (Levy, 1992). Cette
utilisation abusive des antibiotiques est a 1’origine de la résistance des bactéries aux agents
antimicrobiens connus d’ou la nécessit¢ de chercher de nouvelles molécules naturelles
comme les extraits bruts des plantes qui ont commencé a avoir beaucoup d’attention comme
source potentielle de molécules antimicrobiennes. Les Lamiaceae sont parmi les familles de

plantes les plus utilisées comme extraits a qualité médicale (Ykhlef et al., 2011).
3.1. Modes d’action des agents antibactériens

Les molécules a effet antibactérien peuvent exercer leur activité contre les bactéries en

utilisant différents mécanismes d’action, essentiellement, 1’inhibition de synthése de la paroi
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bactérienne ou la membrane plasmique, ainsi que I’inhibition de la synthése protéique et la

synthése d’ADN (Figure 2) (Mainardi, 2015).

Colimycine
Daptomycine
@ Inhibition de la synthése ('2) Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne la membrane cytoplasmique
L
Béta-lactamines /\;_,_:’_._Zf—— — =
Glycopeptides ;/%." R\\\
Fosfomycine/ | WA

/.
e // "‘f
- ~ - —d
e = E__ ——
_ N — = —
@ Inhibition de la w —
synthése protéique Inhibition de la
- synthése de I'ADN
Aminosides-Macrolides
I'étracychines-acide fusidique @ Autres mécanismes Quinolones
Linézohde- chloramphénicol Rifampicine, sulfamides h

Figure 02 : Modes d’action des antibiotiques sur les bactéries (Mainardi, 2015).

3.2. Mécanismes de la résistance aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques peut étre soit naturelle soit acquise. Il y a
quatre grands mécanismes de résistance, dont le mécanisme exercé dépend du mode d’action
de I’antibiotique (Mainardi, 2015) :

1- Enzymatique.

2- Modification de la cible.

3- Imperméabilité.

4- Efflux.

4. Les polyphénols
4.1. Définition

Les polyphénols sont des composés spécifiques du regne végétal. Ce sont des métabolites
secondaires trés variées qui consiste d’une classe constituée d’environ 8000 composés,
divisés en plusieurs catégories dont les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins
(Middleton et al., 2000). Leur structure est caractérisée par la présence d’au moins un cycle
aromatique (Cheynier et al, 1997) ; ils jouent un role essentiel dans la physiologie des
plantes et ont des propriétés potentielles pour la santé de 1’organisme humain comme des
antioxydants, anti-inflammatoires, anti- cancéreux, antibactériens, antiviraux et antifongiques

(Daglia et al., 2012).
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4.2. Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les ¢léments structuraux qui lient ces noyaux (Tableau 2) (Clifford,
1999).
Tableau 02 : Les différentes classes des composés phénoliques (Daayf et Lattanzio, 2008).

Squelette carboné Classes de composés phénoliques

Cé6 Phénols simples et benzoquinones

Co6-Cl Acides phénoliques

C6-C2 Acétophénones et les acides phenylacétiques
C6-C3 Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines,

phénylpropénes, chromons

Co6-C4 Naphthoquinones

C6-C1-Co6 Xanthones

C6-C2-C6 Stilbénes et anthraquinones
C6-C3-C6 Flavonoides et isoflavonoides
(C6-C1)2 Tannins hydrolysables
(C6-C3)2 Lignanes et néolignanes
(C6-C3-C6)2 Biflavonoides

(C6-C3)n Lignines

(C6)n Catéchols

4.2.1. Les flavonoides

Les flavonoides constituent le plus grand groupe des polyphénols, avec plus de 6000
composés (Erlund, 2004). Leur structure est composée de deux cycles aromatiques (cycle A
et B) et un hétérocycle (cycle C) central formant une structure Cs-Cs-Cg(Figure 3).Ces
métabolites secondaires sont généralement des pigments localisés dans les feuilles, les fleurs
et les fruits et sont connus par leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Hadjali,
2017).
Les flavonoides sont classés principalement en flavones, flavonols, flavanols, flavanones,

anthocyanidines et isoflavones (Figure 4) (Effendi et al., 2008).
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Figure 03 : Structure de base des flavonoides (Balasundram et al, 2006).

flavanone R3 flavone

flavanonol ] flavonol R

Figure 04 : Structures des différentes classes de flavonoides (Bakkali et al., 2008).

4.2.2. Les tannins

Les tannins sont des substances d’origine végétale présentes dans toutes les parties de la

plante, non azotées, de structure polyphénolique, soluble dans 1’eau, 1’alcool et ’acétone, de

masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 Da (Saad, 2017). Ce sont classés en deux

groupes selon leur structure chimique (Figure 5) (kholkhal, 2014) :

4.2.2.1. Les tannins condensés

Leur structure est plus complexe et résistante a hydrolyse. Ce sont des polymeéres

constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et Cg ou Cy4 et Ce.
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4.2.2.2. Les tannins hydrolysables
Ce sont des esters de glucose et de 1’acide gallique ou de ses dérivés. Ils peuvent étre

dégradés par hydrolyse chimique ou enzymatique.

O‘H HO‘H\ @]
L on 5 _‘\K\/O\ /J_L_‘ Py _OH
HO | T o\ =0 D J\/
N O\\_‘-" = QOH OH‘_ 4 @) AN
. | J OH T \[/ OH
ER VO RN GRS i
HO S O S {\ /‘\ F I
1 LK HO™ 7 ToH S OH
Y - Ry OH Y
OH Ro OH
(A) (B)

Figure 05 : Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d’un

gallotanin (1,2,3-tri-O-galloyl-B-D-glucose) (Sikora, 1990).
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1. Matériel

1.1. Matériel végétal

La plante Marrubium vulgare (Figure 6) a été récoltée en Novembre 2021 de la région
Hammam Dalaa a M’sila. L’identification botanique a été confirmée par Pr. Laouar Hocine
(Université Ferhat Abbas-Sétif 1). La partie aérienne de la plante a été séchée a I’ombre dans
un endroit sec pendant une semaine. Apres séchage, le matériel végétal a été broyé pour étre

utilisé ultérieurement dans 1’extraction.

-A- -B-

Figure 06: Marrubium vulgare. A : Plante dans son environnement, B : Partie aérienne.

1.2. Souches bactériennes
Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont des souches de références
(Tableau 3). Les bactéries ont été fournies par le laboratoire de microbiologie du département

de Microbiologie et Biochimie.

Tableau 3 : Souches bactériennes utilisées dans 1’étude de ’activité antimicrobienne.

SOUCHE Gram Référence
Escherichia coli - ATCC22922
Pseudomonas aeruginosa - ATCC27853
Staphylococcus aureus + ATCC22923

ATCC: American type culture collection.
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1.3. Produits Chimiques

Tous les produits chimiques utilisés proviennent de Sigma, Fluka, Biochem et pro lab.

Les solvants utilisés proviennent de Sigma-Aldrich, Honeywell et AnalaR NORMAPUR.

2. Méthodes

2.1. Extraction

Afin d’obtenir les molécules actives de la plante étudiée, on a utilisé quatre solvants de

polarités différentes : I’eau distillée, le méthanol, I’acétone et ’hexane.
2.1.1. Préparation de I’extrait aqueux

Dans un flacon, 50g du matériel végétal ont été macérés dans 500ml d'eau distillée a 70°C
avec agitation durant une heure. Le mélange a été laissé deux jour a température ambiante et
a l'abri de lumicre ave7c une agitation occasionnelle. Ensuite, I’ensemble a été filtré par du
coton puis par du papier whatman. Le filtrat a ét€ soumis a une évaporation par un rotavapor
pour ¢éliminer 1’eau. L’extrait obtenu a été séché a I’étuve et conservé dans des eppendorfs a

4°C jusqu’a utilisation (Gnanaprakash et al., 2010).
2.1.2. Préparation des extraits organiques

L’extraction a été effectuée selon la méthode décrite par Siracusa et ses collaborateurs en
2011. 50g de la poudre du matériel végétal ont été macérés dans 500 ml d’hexane pendant
deux jours avec une agitation occasionnelle a température ambiante et a 1’abri de la lumiére.
Apres filtration et évaporation, I’extrait d’hexane est obtenu. Les résidus végétaux ont été
macérés ensuite dans 1’acétone puis le méthanol, filtrés et évaporés en suivant la méme
méthode utilisée pour ’hexane. Les extraits ont été séchés a I'é¢tuve et conservés dans des

eppendorfs a 4°C jusqu’a utilisation.

Le rendement en extrait est exprimé en pourcentage par rapport au poids sec de la plante

et est calculé par la formule suivante :

Rendement Ext % = MExt/ MEch x 100

Ou
MExt: Masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en g.

MEch: Masse de 1’échantillon végétal en g.
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2.2. Etude phytochimique

Afin de vérifier la présence ou I’absence des composés chimiques les plus importants
dans les extraits de la plante, on a effectué quelques tests simples selon la méthode décrite par

Sunil et ses collaborateurs (2012).
2.2.1. Les flavonoides

On ajoute a 1ml d'extrait de concentration 4mg/ml quelques gouttes d'hydroxyde de
sodium (NaOH).L'apparition de la couleur jaune intense qui disparait a I'addition de quelques

gouttes d'acide dilué indique la présence des flavonoides dans 1’extrait.
2.2.2. Les tannins

Pour vérifier la présence des tannins, on place 1 ml d’extrait (concentration 4mg/ml) dans
un tube a essai plus quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCls) 0.1%. En cas de présence

des tannins on obtient un précipité noir bleuatre ou noir verdatre.
2.2.3. Les quinones

On place dans un tube a essai 500 pl de 1'extrait a une concentration de 4 mg/ml et 500 pl
d'acide sulfurique concentré (H,SO4), ce qui conduit a I'apparition de la couleur rouge en cas

de présence des quinones.
2.2.4. Les terpénoides

On mélange Iml de chaque extrait (4mg/ml) avec 0.5ml de chloroforme. Puis, 0.75 ml
d’acide sulfurique (H,SO4) sont ajoutés doucement. Si un anneau brun rougeatre apparait a

I’interfacedes on conclue la présence des terpénoides dans 1’extrait.
2.2.5. Les saponines

500 pl d’extrait (4mg/ml) sont dilués par 3 ml d'eau distillée et agités rapidement pendant

15 minutes. L’apparition d’une couche stable de mousse indique la présence des saponines.
2.3. Dosages de quelques métabolites secondaires

2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est effectué¢ par le test de Folin-Ciocalteu (Li et al.,
2007). Le réactif Folin-Ciocalteu est constitué¢ par un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo,,04). Ces constituants sont réduits par
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les polyphénols présents dans les extraits ce qui meéne a la formation de produits de couleur
bleue, évaluée par un spectrophotométre a 765 nm. Cette couleur est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.

Iml du réactif de Folin—Ciocalteu fraichement préparé (10%) est ajouté a 200 pl de
chaque extrait a une concentration de 2 mg/ml ou a 200 pl de DMSO utilis¢ pour dissoudre
les extraits (blanc). Apres avoir agité et incubé durant 4 min, on ajoute 800 pl de carbonate de
sodium a 75 g/l (Na,CO;). L’ensemble est incubé a température ambiante et a 1’abri de la
lumiére pendant 2 h. L’absorbance est ensuite mesurée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 765
nm. La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Figure 7) est préparée et les résultats sont

exprimés en milligrammes d’équivalent d’acide gallique par g d’extrait sec (mg EAG/g E).

0,9
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0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0
0 20 40 60 80 100

Concentration (ug /ml)

y=0,009x + 0,041
R?=0,998

Absorbance

Figure 07 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.

2.3.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été évaluée selon la méthode de trichlorure d’Aluminium
(AICI;) (Bahorun et al., 1996). Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle libre en
susceptible de donner, en présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par
chélation d’aluminium. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de

flavonoides présente dans 1’extrait.
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Briévement, 1 ml de la solution d’AlCl; (2%) est ajouté a 1 ml de la solution de I’extrait
préparé a une concentration de 2 mg/ml dissout dans le DMSO. Apres incubation a
I’obscurité durant 10 min, ’absorbance est mesurée a £ = 430 nm. La concentration en
flavonoides dans les extraits est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la
quercétine (Figure 8) et exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg E).
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Figure 08 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.

2.3.3. Détermination de la teneur totale en tannins

Selon la méthode décrite par Prasanth et ses collaborateurs en 2017, le dosage des tannins

est effectué en utilisant le réactif Folin et I’acide tannique comme standard.

Le milieu réactionnel est préparé en ajoutant 350 pl de chaque extrait (2 mg/ml dans le
DMSO) a 1.5 ml de Folin-Ciocalteu (10%). Apres agitation, 1.5 ml de Na,CO; (7.5%) ont été
ajoutés et le mélange est incubé pendant 45 min a 45°C. L’absorbance est déterminée a £ =
765 nm. L’acide tannique est utilis¢é comme standard a différentes concentrations comme
suit : 37.5, 75, 150 et 300 pg/ml (Figure 9). Les teneurs en tannins totaux sont exprimées en

ng d'équivalent d’acide tannique par mg d'extrait sec (ug EAT/mg E).
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Figure 09 : Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique.

Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.

2.4. Etude de I’activité antioxydante des extraits de la plante

Afin d’évaluer I’activité antioxydante des extraits de la plante Marrubium vulgare, deux

tests différents ont été effectués : FRAP et  caroténe/acide linol€ique.
2.4.1. Pouvoir réducteur de fer (FRAP ou Ferric Reducing Antioxidant Power)

On a estimé I’activité antioxydante totale des extraits par l’évaluation du pouvoir
antioxydant réducteur ferrique. Ce test est effectué¢ selon la méthode décrite par
Maruthamuthuet et Kandasamy (2016). Il se base sur la réduction de I’ion ferrique (Fe’") en

ion ferreux (Fe*").
2.4.1.1. Préparation du tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6)

On dissout dans 800ml de I’eau distillée 8 g de chlorure de sodium (NaCl), 0,2 g de
chlorure de potassium (KCl), 1,44 g de disodium-hydrogéno-phosphate (Na,HPO,), 0,24 g de
dihydrogéno-phosphate de potassium (KH,PO,). Aprés ajustement du ph a 6,6 par I’acide

chlorhydrique, on ajoute 1’eau distillée jusqu’a un volume total delL.
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2.4.1.2. Réalisation du test

On ajoute a 500 pl de solution d’échantillon (les différents extraits) a différentes
concentrations (0.5, 1 et 2 mg /ml) 1250 pl de tampon phosphate (pH 6,6) puis 1250 ul de
potassium hexacyanoferrate [KsFe(CN)g] (1%). Apres agitation et incubation a 50°C au bain
marie pendant 20 minutes, on ajoute 1250 pl d’acide trichloracétique (TCA a 10%) et le
mélange est soumis a une centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 minutes. 1250 pl de
surnageant sont ensuite transférés dans un autre tube auquel on ajoute 1250 ul d’eau distillée
et 250 pul de Chlorure ferrique (FeCls a 0,1%), I’ensemble est incubé pendant 10 minutes a
température ambiante. La lecture de I’absorbance est effectué¢e a 700 nm ; une augmentation
de ’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés. Un
blanc préparé dans les mémes conditions en remplacant 1’extrait par le DMSO. Le contrdle
positif utilis€é est représenté par ’acide ascorbique préparé a différentes concentrations.

Chaque solution est répétée trois fois.
2.4.2. Test de B- caroténe/acide linoléique

La capacité antioxydante des extraits a été estimée en mesurant ’inhibition des composés
organiques volatils et les hydroperoxydes conjugués diene qui résultent de I’oxydation de
I’acide linoléique. Le test est réalisé selon la méthode décrite par Dapkevicius et ses

collaborateurs (1998).

La préparation de la solution de béta-caroténe consiste a dissoudre 0,5 mg de béta-
carotéene dans 1 ml de chloroforme, auquel on ajoute 25 ul d’acide linoléique et 200 mg de
Tween 40. Apres évaporation du chloroforme par rotavapor (40°C), on ajoute 100 ml d’eau
distillée saturée en oxygene sous agitation. De I’émulsion obtenue, 2,5 ml sont placés dans
des tubes a essai et 350 ul de chaque extrait sont ajoutés a une concentration de 3 mg/ml ou
de I’hydroxytoluénebutylé¢ (BHT) utilis¢ a la méme concentration comme témoin positif, ou
encore du DMSO utilis¢ comme témoin négatif. L’absorbance des solutions est mesurée a
490 nm au temps « 0 » puis a différents intervalles de temps : 1 heure, 2 heures, 3 heures, 4

heures, 24 heures et 48 heures.
Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la loi suivante :
Inhibition (%) = (At/Aty) X100

At : absorbance au temps (t).

Aty : absorption initiale.
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2.5. Etude de I’activité antibactérienne des extraits de la plante

2.5.1. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été activées initialement dans un
bouillon nutritif. Aprés incubation a 37°C pendant 24 h, les bactéries ont été ensemencées sur
gélose nutritive favorable a leur croissance pendant 24 h a 37°C. Ensuite, une colonie de
chaque bactérie est transférée par repiquage dans un tube contenant 9 ml d'eau physiologique
stérile. Apres agitation, l'inoculum a été ajusté a une turbidité standard de 0,5 McFarland, ce
qui correspond a une densité optique de 0,08-0,13 a une longueur d'onde de 620 nm. La

concentration finale de l'inoculum est d'environ 10’-10*UFC/ml (Khribch e al., 2018).

2.5.2. Méthode des puits de diffusion

Dans ce test, des puits de 7mm sont creusés dans la gélose de Mueller-Hinton Agar
(MHA) coulée dans des boites de Pétri (a2 trois points équidistants des bords et du
centre de la boite) et ensemencée par ¢€couvillonnage de suspension bactérienne de
10’germes/ml, préparée comme ci-dessus. Les quatre extraits ont été dissouts dans le DMSO
a une concentration 200 mg/ml et 30 pl de chaque extraitsont incorporés dans chaque puits.
Une pré-incubation de 1 h a 4°C a été faite pour que I’extrait puisse diffuser dans le milieu.
L’extrait a été remplacé par le DMSO dans le témoin négatif et la gentamycine a été utilisée
comme controle positif. Les boites ensemencées ont ét¢ incubées a 37°C pendant 24 heures.
Les diamétres d’inhibition sont ensuite mesurés autour des puits (Bouyahya et al., 2017).

La sensibilité des bactéries aux extraits a été classée par le diametre des halos d’inhibition
comme suit : résistantes (@ < 08 mm), sensibles (09 < @ < 14 mm), trés sensibles

(15 < @ < 19 mm) et extrémement sensibles (@ > 20 mm) (Ponce et al., 2003).
2.6. Etude statistique

Les courbes et les graphiques sont tracés par Microsoft Excel 2007. L'étude statistique est
effectuée a l'aide du logiciel GraphPad Prism 7.04. Les résultats des tests qui ont été effectués
sont exprimés en moyenne =+ écart type. La signification statistique est déterminée par le test
ANOVA-one way et les différences sont considérées statistiquement significatives au niveau

de p< 0,05.
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Chapitre 3 : Résultats et discussion

1. Extraction

On a obtenu a partir des parties aériennes de la plante M. vulgare quatre extraits (aqueux,
méthanol, acétone et hexane) en utilisant la technique de macération. A partir de 50 g de la
poudre macérée dans 500 ml de chaque solvant on a eu des résultats de rendements exprimés
en pourcentage de masse d’extrait par rapport & la masse initiale du matériel végétal. Les

rendements obtenus sont représentés dans le tableau 4.

Tableau 04 : Rendements des extractions aqueuse et organiques de M.vulgare.

Extrait Rendement (%)
Aqueux 10.60
Méthanol 08.50
Acétone 03.36
Hexane 01.84

A partir des résultats obtenus, I’extrait aqueux a donné le rendement le plus élevé (10.6%)
par rapport aux autres extraits. L’extrait aqueux est suivi par 1’extrait méthanolique dont le
rendement est égale a 8.5%, puis I’extrait acétone (3.36%) et enfin I’extrait d’hexane qui a

montré le rendement le plus faible (1.84%).

L’utilisation de plusieurs solvants de polarités différentes permet d’obtenir le maximum
de constituants chimiques des plantes (Fleurentin et al., 1991).Le rendement de I’extraction
dépend de plusieurs facteurs a savoir la nature du solvant, la méthode d’extraction, la durée
de macération, la vitesse d’agitation du matériel végétal dans le solvant, la température, la

nature chimique de 1’échantillon et la durée de séchage (kouwelton et al., 2017).
2. Etude phytochimique

Les résultats des divers tests phytochimiques effectués sur les extraits sont présentés dans

le tableau 5.

Les tests utilisés dans 1’étude phytochimique préliminaire sont visés pour donner les
différents groupes de composés contenus dans chaque fraction de la plante. Selon les résultats
obtenus, les flavonoides, les terpénoides et les quinones sont présents dans tous les extraits
étudiés, alors que les tannins sont absents seulement dans 1’extrait d’hexane. Les saponines

sont présentes seulement dans I’extrait de méthanol.
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Tableau 05 : Analyse phytochimique des différents extraits de Marrubium vulgare.

Extrait Aqueux Méthanol Acétone Hexane
Flavonoides + + + +
Saponines - + - -
Tannins + + + -
Terpenoide + + + +
Quinones + + + +

(+) : présence, (-) : absence.

Les flavonoides et les tannins appartiennent au groupe des polyphénols qui sont les
métabolites secondaires les plus abondants dans les plantes. Les quinones, connus pour leur
activité antimicrobienne, possédent des cycles aromatiques avec deux substituants cétones et
les terpénoides sont des précurseurs pour la syntheése des stéroides dans les plantes (Tiwari et

al., 2011).

3. Dosage des composés phénoliques de la plante
Afin de déterminer les teneurs des composés phénoliques, a savoir les phénols totaux, les
flavonoides et les tannins totaux dans les extraits préparés de la plante, des tests

spectrophotométriques ont été utilisés. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 6.

Tableau 06 : Dosage des polyphénols, flavonoides et tannins totaux dans les extraits

deM.vulgare.
Teneur en Teneur en .
polyphénols flavonoides Teneur en tannins

Extrait (ng EAG/mg E) (ng EQ/mg E) (ng EAT/mg E)

Aqueux 60.84+5.80 05,37+0.13 75542477
Méthanol 45.68+0.00 25,05+0.46 81.29+5.00

Acétone 19.31+1.28 100.13+1.27 61.41+0.23

Hexane 09.81+0.44 52.73+1.58 14.95+1.11

EAG : équivalent d’acide gallique, EQ : équivalent de quercétine, EAT : équivalent d’acide tannique,

E : extrait.
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Selon le tableau, I’extrait aqueux est le plus riche en polyphénols par rapport aux autres
extraits (60.842ug EAG/mg E), suivi par 1’extrait méthanolique (45.68ug EAG/mg E), tandis
que D’extrait acétone et 1’hexane sont les plus pauvres en polyphénols avec des teneurs
proches (19.31 et 9.81 pg EAG/mg E, respectivement). On peut noter que la teneur des
extraits en polyphénols est proportionnelle a leur polarité. D’apres une étude réalisée par
Ghedadba et ses collaborateurs (2014), les extraits aqueux et méthanolique de la plante ne
contiennent que 3.07 et 3.42 mg EAG/g E, respectivement. Les extraits dans la présente étude
sont donc plus riches en polyphénols. Dans une autre étude effectuée par Mssillou et
collaborateurs en 2021 sur la méme plante récoltée au Maroc, ’extrait d’acétone/eau
contenait 112 mg EAG/g E, tandis que I’extrait éthanol/eau a donné une valeur de 98.77 mg

EAG/gE.

Pour les flavonoides, la teneur la plus €levée a été obtenue dans 1’extrait d’acétone (100.1
ng EQ/mg E), suivi de I’extrait d’hexane (52.73pug EQ/mg E), puis méthanolique (25,05ug
EQ/mg E) et enfin D’extrait aqueux (5,37ug EQ/mg E). Dans la méme étude citée
précédemment réalisée par Ghedadba et al. (2014), le extraits méthanolique et aqueux de la
plante contenaient 18 et 4.34 ng EQ/mg E, ces résultats sont trés proches des valeurs trouvées
dans notre étude. Dans I’étude réalisée par Mssillou (2021), les extraits acétone/eau et
¢thanol/eau contenaient 21.08 et 17.65 pg EQ/mg E ; les extraits dans notre étude sont donc
plus riches en flavonoides.

La quantification des tannins dans les extraits a révélé que les quantités les plus élevées
sont trouvées dans les extraits de méthanol et aqueux ou les valeurs sont proches (81.29¢t
75.54ng EAT/mg E, respectivement), suivis de I’extrait d’acétone avec une concentration de
61.41pg EAT/mg E et enfin de I’extrait hexane avec une concentration de14.95ug EAT/mg
E. Ces résultats sont 1égeérement €levés en comparaison a ceux obtenus par Mssillou et al. en
2021, ou les extraits éthanol/eau et acétone/eau ont donné des valeurs de 65.51 et 46.96 g

EAT/mgE.

4. Activité antioxydante des extraits de Marrubium vulgare

4.1. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

L’activité antioxydante des extraits aqueux et organiques de la plante a été¢ évaluée en

utilisant la méthode de FRAP. Les résultats sont résumés dans les figures10 et 11.
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Figure 10 : Pouvoir réducteur de 1’acide ascorbique.
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Figure 11 : Pouvoir réducteur des extraits de Marrubium vulgare.

Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions &+ SD.

Les antioxydants ont la capacité de réduire les ions ferriques en donnant un électron tout
en convertissant le fer de la forme Fe’"a la forme Fe?". Cette réaction se manifeste par le
changement de la couleur du milieu réactionnel du jaune au bleu mesurable a 700 nm. Donc
une absorbance élevée indique que 1’extrait posséde un grand pouvoir réducteur (Bentabet et

al., 2014).
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Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur des extraits de la plante et de
I’acide ascorbique est dose-dépendant, c’est-a-dire que la capacité de réduction de fer est
proportionnelle a la concentration des d’extraits et du standard utilisé. La capacité des extraits
a réduire le fer est largement inférieure a celle de ’acide ascorbique dont la valeur de
I’absorbance de ce dernier est de 0.35 pour la concentration 80 ug/ml. Parmi les extraits, la
fraction méhanolique a montré la meilleure capacité réductrice (A =0,94) par rapport aux
autres extraits pour la méme concentration (2mg/ml), suivi de 1’extrait aqueux et acétonique
avec presque la méme valeur (0,745 et 0.743, respectivement), 1’extrait d’hexane qui a eu la
plus faible capacité réductrice (A = 0,38). On remarque que le pouvoir réducteur des extraits
est proportionnel a leur contenu en tannins. Le potentiel réducteur des extraits est sans doute
lié a la présence des molécules capables de donner des électrons comme les tannins (Ferreira

et al., 2006).

Dans I’étude de Mssillou et collaborateurs (2021), I’extrait éthanolique a donné un
pouvoir réducteur plus élevé que 1’extrait d’acétone ce qui est en accord avec nos résultats. Ils
ont trouvé que I'ICsy de la fraction d’éthanol est égale a 4.51 mg/ml, alors que celle de

I’extrait d’acétone est de 6.43 mg/ml.
4.2. Test de pB- carotene/acide linoléique

La technique de blanchissement du B-caroténe vise a évaluer ’activité antioxydante des
extraits par 1’inhibition de la peroxydation lipidique en suivant ’absorbance au cours du
temps. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition par rapport a I’absorbance

initiale (Figure 12).

L’oxydation de I’acide linoléique donne des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont
oxyder le B caroténe, ce qui cause la disparition de sa couleur orange. En présence des
antioxydants des extraits, ces molécules protégent le composé de B-caroténe ce qui ralentie la
disparition de sa couleur. Le blanchissement est suivie spectrophotometriquement a 490 nm

(Manallah, 2012).

Les résultats montrent que dans le blanc DMSO (controle négatif), le pourcentage
d’inhibition diminue rapidement au cours du temps, alors qu’en présence des extraits et du

BHT la diminution est ralentie.
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Figure 12 : (A). Activité antioxydante des extraits aqueux et organiques de Marrubium
vulgare par rapport aux témoins (BHT et DMSO) par le test du [B-caroténe/acide
linoléique durant 48h. (B). Pourcentages d’inhibition des extraits aqueux et organiques
et des témoins par le test du P-caroténe/acide linoléique aprés 24h. Chaque valeur

représente la moyenne de 3 répétitions + écart type. Comparaison au BHT : (p<0.01)**,
(p<0.001)***,
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Apres 24 h d’incubation, I’activité antioxydante la plus élevée est présentée par I’extrait
d’hexane (84,82%) et ’extrait d’acétone (84,35%) avec des valeurs trés proches ; puis
l'extrait aqueux (78,34%) et méthanolique (75,65%) qui ont donné des activités presque
similaires. La meilleure activité a été enregistrée par le BHT (un antioxydant synthétique)
avec un pourcentage d’inhibition de 93.57%. A la lumicre de ces résultats, les extraits de la
plante ont un effet inhibiteur significatif contre la peroxydation lipidique surtout pour les

extraitsd’hexane et d’acétone par rapport au BHT.

Plusieurs facteurs semblent moduler les résultats d’inhibition de 1’oxydation de I’acide
linoléique a savoir la nature liposoluble ou hydrosoluble des antioxydants mais aussi leur

concentration. Dans cette étude les extraits les moins polaires ont donné la meilleure activité.

Selon 1’étude réalisée par Ghedadba et al. (2014), le pourcentage d’inhibition en utilisant
le méme test pour I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux est de 63.77% et 56.63%,
respectivement. Une autre étude effectuée par Rezgui et al. (2021) a mentionné que 1’extrait
méthanolique de la plante a donné une inhibition de 46.41%, mais en utilisant une méthode

un peu modifiée.

5. Activité antibactérienne des extraits de M. vulgare

Le pouvoir antibactérien des quatre extraits de la plante Marrubium vulgare a été
déterminé par la méthode des puits de diffusion en utilisant trois souches bactériennes de

Gram positif et négatif. Les résultats obtenus sont résumés dans la figure 13.

Figure 13 : Activité antibactérienne de la gentamycine (contrdle positif) contre E. coli (1), P.

aeruginosa (2) et S. aureus (3) et de I’extrait aqueux de M. vulgare contre P. aeruginosa(4).
Les résultats montrent que les extraits de la plante n’ont montré aucune activité contre les
souches utilisées a une concentration maximale de 200 mg/ml. De méme, le control négatif

(DMSO) n’a pas eu un effet sur les bactéries. La gentamycine qui a été utilisée comme
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controle positif a montré une activité vis-a-vis des trois souches, avec des zones d’inhibition
de ’ordre de 35.33 + 0.57 mm pour S. aureus, 25 £ 1 mm pour E. coli et 20.50 £ 4.94 mm

pour P. aeruginosa.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Ghedadba et al. en 2014, ou les
extraits deMarrubium vulgaren’avaient montré aucune activité contre les mémes trois
souches utilisées dans notre étude, a une concentration allant jusqu’a 1000 mg/ml. Dans
I’¢tude de Mssillou et al. en 2021, les extraits éthanolique et acétonique de la plante n’ont
montré aucun effet inhibiteur contre S. aureus, ce qui est en accord avec nos résultats ; alors
que la fraction méthanolique a montré une petite zone d’inhibition de 11.66 mm contre E.
coli a une concentration de 1000 mg/ml, au contraire de la fraction acétonique qui n’a pas eu

un effet sur cette souche.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales sont la source idéale de composé actifs, c'est pourquoi elles sont
largement utilisées dans 1'industrie pharmaceutique. Parmi ces composés les plus intéressants
et le plus étudiés : les polyphénols. Dans cette étude, le profil en polyphénols, ainsi que les
activités antioxydante et antibactérienne des extraits de la plante Marrubium vulgare, récoltée

de la région de M’sila, sont évalués.

L'é¢tude phytochimique de cette plante a montré la présence de flavonoides, tannins,
quinones, saponines et terpénoides dans les extraits aqueux et organiques de la plante.
L'évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode Folin-ciocalteu a montré la
présence de la plus grande quantité de ces métabolites dans I'extrait aqueux, cependant,
l'extrait d’acétone a montré la teneur la plus €élevée en flavonoides et I’extrait méthanolique
¢tait le plus riche en tannins. La capacité antioxydante a été évaluée par les tests de FRAP et
de B-caroténe/acide linoléique ; dans la méthode de FRAP, l'extrait de méthanol avait le
pouvoir réducteur le plus élevé par rapport aux autres extraits. L’essai de blanchissement de
B-caroténe a montré que I’extrait d’hexane avait le pourcentage d'inhibition le plus élevé. En
outre, tous les extraits n’ont montré aucun effet contre les différentes souches bactériennes

testées.

D'autre-part, on propose d’autres ¢tudes complémentaires pour l'identification des
molécules qui participent dans I'effet antioxydant, ainsi qu’évaluer d'autres activités

biologiques potentielles de cette plante.
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Antioxidant Activity of Extracts From Algerian Marrubium vulgare

Khadidja DEHIMI"?, Chahinez BOUSSAG', Rim BAHRI', Rayane DJEZAR'

‘IDEpar.tmem of Microbiology and Biochemistry, Faculty of Sciences, University of M 'sila,
Algeria.

ZL.abaramry of Phytotherapy applied to chronic diseases, University of Setif 1, Algeria.

khadidja.dehimi@univ-msila.dz

ABSTRACT

Marrubium viulgare (Lamiaceae), known in Algeria as «Merriouet», is a medicinal herb
originated in Mediterranean area and central Asia, nowadays is common in all continents. It is
used in folk medicine to treat many illnesses but especially digestive disorders. In the present
study, phenolic profile and antioxidant activity of M. vulgare extracts prepared using solvents
from different polarities are evaluated. According to the obtained results, total phenols content
was proportional to the polarity of solvent used for the extraction; aqueous extract showed the
highest amount in polyphenols with a value of 60.84 pg GAE/mg E. Acetone extract was
found to be the most rich in flavonoids (100.12 pg QE/mg E), while methanol fraction
contained the highest tannins content (81.29 pg TAE/mg E). In the FRAP assay, the capacity
of extracts to reduce iron was proportional to their tannins contents, the best activity was
obtained by methanol fraction with A = 0.94 at a concentration of 2 mg/ml. In the [}-carotene /
linoleic acid test, the highest percentage inhibition was obtained by less polar extracts (hexane
and acetone) with a value of 84% after 24 h of incubation. Furthermore, all fractions did not
have any effect on E. coli, P. aeruginosa and S. aureus at a concentration of 200 mg/ml.

Key words: Marrubium vulgare, Solvent polarity, polyphenols, antioxidant.
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