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Résumé

La présente étude ambitionne a valoriser une plante médicinale le Marrube blanc, en
déterminant ses activités biologiques ; activité antimicrobienne, activité anti-oxydante et sa

toxicité testée sur des souris, tout en comparant deux extraits aqueux et t méthanolique.

L’activité antimicrobienne a été testée sur deux souches de levures (Candida tropicalis,
Saccharomyces cerevisiae) et deux souches de bactéries (Escherichia coli a Gram négatif et
Bacillus subtilis a Gram positif. Elle a montré que I’extrait aqueux est tres puissant conte les
levures par rapport aux bactéries. En revanche 1’extrait méthanolique est plus actif contre les

deux levures, la bactérie Bacillus subtilis et inoffensif contre la souche E.coli.

Les résultats obtenus ont montré que I’extrait aqueux est plus riche en composés phénoliques et
en flavonoides par rapport a ’extrait méthanolique. Ce qui justifie la puissante supérieure de

I’activité anti-oxydante des extraits aqueux que celle des extraits méthanoliques.

En paralléle la chromatographie sur gel d’exclusion (Séphadex G50) a démontré la présence des
monophénols, intermédiaires et les polyphénols dans les extraits aqueux. Cependant I’extrait
méthanolique ne renferme que les monophénols. Le test de ces fractions sur des souris a montré

la toxicité des monophénols d’extrait aqueux.

Mots clés : Marrube blanc, activité antioxydante, antimicrobienne, toxicité, marrubine.



Abstract

The present study is initiated to promote a medicinal plant White Horehound, by determining
their biological activities; antimicrobial activity, antioxidant activity and toxicity tested in mice,
while comparing between the aqueous extract and the methanolic extract of this plant.

The antimicrobial activity was performed on 4 strains; Candida tropicalis, Saccharomyces
cerevisiae, Escherichia coli, Bacillus subtilis. She showed that the aqueous extract is potent tale
candida tropicalis and saccharomyces cereviciae and not potent against bacillus subtilis and E.
coli. On the other hand, the methanolic extract is active against candida tropicalis,

saccharomyces cereviciae and bacillus subtilis and not active against E. coli.

The results obtained also showed the richness of aqueous extract in phenolic compounds and
flavonoids that the methanolic extract, the fact that justifies the powerful antioxidant activity of
aqueous extract as the methanolic extract.

In parallel, exclusion chromatography demonstrated the presence of monophenols, intermediates
and polyphenols in the aqueous extract. However, the methanolic extract contains only
monophenols. Testing of these fractions on mice showed the toxicity of aqueous extract

monophenols.

Keybords: White horehound, antioxidant activity, antimicrobial, toxicity, marrubiin.
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INTRODUCTION

A travers le temps, et en parallele a 1I’évolution des moyens dans différents domaines, I’Homme a
pu développer 'utilisation des plantes naturelles dans le domaine médicinal afin de guérir un
grand nombre de pathologie, souvent mortelles.
En 2000, 15% des especes végétales ont été étudiées sur le plan phytochimique parmi 300 000
espéces, dont 6% pour leur activité biologique (Verpoorte, 2002) ce qui montre encore la sous
exploration effective des plantes médicinales. En 2015, 400 000 especes sont décrites dont la
grande majorité sont des plantes a fleurs (369 000 especes) (Barthélémy) sachant que pres de 2
000 nouvelles espéces sont découvertes chaque année. Dans le monde, 80% des populations ont
recours a des plantes médicinales pour se soigner et traiter certaines maladies (diabete, cancer,
grippe, hypertension...) (Marrles et Farnsworth, 1995). Au Maroc grace & ses contrastes
géographiques, on estime qu’il présente plus de 4200 especes et une vegétation variée avec un
endémisme treés marqué. Les espéces a intérét médicinal et aromatique sont estimées a environ
500 a 600 espéces (Verpoorte, 2002). Les plantes médicinales malgré leurs effets bénéfiques et
thérapeutiques doivent étre utilisées avec la plus grande prudence car elles peuvent parfois avoir
des risques de toxicité (Fouché et al, 2000).
Le Marrube blanc (Marrubium vulgare) ou encore Mériouet (nom Marocain) est une plante qui
appartient a la famille des lamiacées, et qui est trés répondue dans la région méditerranéenne.
Elle est trés riche en tanins et en flavonoide, grace a ses composants elle est utilisée dans le
traitement de plusieurs maladies ; le diabete (Fouché et al, 2000), les infections des voies
respiratoires et les troubles de la sécrétion biliaire, les affections bronchiques aigues bénignes et
les rhumes (Sijelmassi, 2000).
C’est dans ce contexte que s’inscrit ce présent travail, dont le but principal est d’étudier les
activités antimicrobiennes et anti-oxydantes de deux extraits de Marrube blanc, surtout que
récemment le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la toxicité des
antioxydants synthétiques, a conduit a rechercher des substances naturelles a partir des plantes
aromatiques dotées d’activité antimicrobienne et antioxydante.
Dans ce cadre, notre travail cible les objectifs suivants :
v' Quantification des extraits du Marrube blanc en composés phénoliques et en flavonoides et
I’évaluation de leurs activités antimicrobiennes et antioxydantes.
v’ Séparation des différentes fractions des composés phénoliques par chromatographie
d’exclusion.

v/ Evaluation de la toxicité des fractions séparées sur un modele animal.
1



e e
st Bngaphe




1. Généralités sur le Marrube blanc

Le Marrube blanc est une plante aromatique et médicinale qui posséde des propriétés
médicamenteuses (Abdul Razzaq et El Sayed haykle, 1993). La partie utilisée de cette plante est
sous forme du principe actif, des huiles, des extraits aqueux ou organiques (Ahmed Faraj Atiyat,

1995). En fait il s’agit d’une plante utilisée pour se protéger contre, soigner ou soulager divers

maux.
Regne : Végétal
Sous-regne : Plante vasculaire
Embranchement : Spermatophytes
Division : Magnoliophytes
Classe : Magnoliopsides
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées
Genre : Marrubium
Espeéce : Marrubium Vulgare

Nom vernaculaire :

Francais : Marrube blanc, marrube commun (Schauenberg et Paris, 2005).
Anglais : Horehound (Schauenberg et Paris, 2005)

Arabe : Badhaouerd (Baba Aissa, 1991).

Berbere : Mériouet (Baba Aissa, 1991).

Le Marrube blanc (Marrubium vulgare) est une plante herbacée vivace qui pousse dans toute
I’ Afrique du nord et presque dans toute I’Europe (Verpoorte, 2002 ; Marles et Farnsworth,1996,
Fouché et al., 2000), aussi le centre, le sud-ouest de 1’Asie et I’Amérique du nord (Verpoorte,
2002). On la trouve dans des prés secs, des lieux incultes, des décombres, des terrains vagues et

sur les bords des chemins.



Le Marrube blanc est une plante qui se distingue par une odeur forte de thym, une couleur
grisonnante et une légére ressemblance avec la menthe. Elle peut atteindre 25 & 45 cm de
hauteur, ces fleurs sont blanches et petites, apparaissent généralement du mois de Mai jusqu’au
mois de septembre, et parfois encore en hiver. Le Marrube blanc est muni d’un calice a 10 dents,
dont les 5 commissurales plus courtes, toutes terminées en pointes épineuses. Cette plante vivace
présente des tiges épaisses, cotonneuses, tres feuillées qui se multiplient par bourgeons nés sur la

tige souterraine (Figure 1).

Figure 1 : Aspect morphologique du Marrubium vulgare

La partie aérienne du marrube blanc contient plusieurs métabolites secondaires tels que les
diterpenes dont la marrubine responsable de la majorité des propriétés biologiques de Marrube
blanc(Price L et Price S, 2004), les flavonoides (apigénine et lutéoline) (Bnouham et al, 2006),
ainsi que plusieurs phényl propanoides esters tels que les verbascosides (Paolini J et al, 2008).11
y a également des Hétérosides flavoniques du quercétol, de la lurtéoline ou de 1’apigénine, mais
aussi des lactoylflavones, et quelques dérivés de I’acide ursolique. En outre il y a des tanins
spécifiques des Lamiacées et dérivés de I’acide hydroxy cinnamique (Juste a 7%) (Acide

chlorogénique, caféique, caféylquinique, mais absence d’acide rosmarinique).

Toutefois la présence d’une faible quantité d’huiles essentielles comportant différents composés

monotérpéniques (moins de 1% : a-pinene, camphéne, lomonene) (Wichtlet Anton, 2003).



A cOté de ces constituants, Marrube blanc posséde aussi d’autres principes actifs, tels que les
acides phénoliques, matiere pectique et autres comme les sels minéraux, huile essentielle qui est
constituee essentiellement de caryophyllene, de trans-caryophyllene, de germacréne-D, de

bicyclogermacréne et de trans-anéthol (Valnet, 1992).

Figure 2 : La marrubine présente dans le Marrube blanc

Le marrube blanc est prescrit dans le traitement des difficultés respiratoires, des bronchites, des
bronchectasies, des bronchites asthmatiformes des toux seches, la fluidification des mucosités et
de la coqueluche. La décoction est employée comme antidiabétique (Bellakhdar, 1997). Le
Marrube blanc est indiqué pour les dermatoses, eczéma chronique, hystérie (Valnet, 1983).La
richesse de marrube blanc en composés phénoliques, en flavonoides ... lui permet d’identifier
une activité anti-oxydante importante. L’infusion chaude aide a faire tomber la fiévre, lorsque la
quinine est inefficace, elle est proposée contre la malaria. (Chiej, 1982). Selon la commission

allemande, elle est utilisée dans le traitement des dyspepsies et la perte d’appétit.

Selon les résultats d’essais sur les lapins, le marrube aurait une action hypoglycémiante. On
recommande donc la prudence dans le cas de diabétiques sous médication (Weel, 1999). Ainsi
on recommande généralement aux femmes enceintes d’éviter le marrube parce qu’il stimulerait
I’utérus et pourrait avoir une action abortive (Weel, 1999). Les vertus curatives de 1’espece
Marrube blanc sont sans doute liées a I’existence de certaines substances chimiques dans la

totalité de la plante.



Les plantes contiennent des mélanges complexes de terpénes, alcaloides des saponines et
d’autres substances chimiques. Ce qui augmente le risque de réactions indésirables par leurs
effets additifs ou synergiques des interactions chimiques (Trevoux et al, 2000). La toxicité et
I’effet bénéfique d’une plante sont généralement dose dépendante. Le marrube blanc est une
plante ameére a caractére salin et ne peut donc pas étre tolérée s’il y a une gastroentérite ou des

situations de nausees ou de vomissements ou encore en cas de dyspepsie (Aouadhi, 2010).
2. Composes phénoligues

Les composés phénoliques sont caractérisés par un groupement phénol ; ils sont le plus souvent
solubles dans I’eau et présents sous forme glycoconjugué. Les formes les plus simples sont
représentées par deux principaux groupes dont dérivent de nombreux composés : les acides
hydroxy cinnamiques et les flavonoides, ces derniers sont des composés en C6-C3-C6, qui
renferment plusieurs milliers de molécules pouvant étre regroupées en plus de dix classes,
induisant une nomenclature complexe. Ces composés constituent un groupe important de
métabolites secondaires, environ 10 000 composés ont été caractérisés jusqu'a aujourd'hui. La
plupart des molécules phénoliques sont formees a partir de deux acides aminés aromatiques la
tyrosine et surtout de la phénylalanine. Ces acides aminés sont formés de fagon variable suivant
les végétaux, (Guignard, 2000). Au niveau de la cellule, ces polyphénols sont répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont conjugués, avec
des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de limiter leur
toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides
liés aux structures pariétales (Winkel, 2001). Les composeés phénoliques sont synthétisés dans le
cytosol. Une partie des enzymes impliquées dans la biosynthese des phénylpropanoides est liée
aux membranes du réticulum endoplasmique, ou elles sont organisées en métabolons (Winkel,
2001 ; Macheix et al, 2005). D'autres organites du cytoplasme, comme des vésicules golgiennes
ou des chloroplastes, peuvent participer a la biosynthése des composés phénoliques mais ce ne
sont pas des lieux d'accumulation (Macheix et al, 2005). Les composes phénoliques
interviennent dans des nombreux processus physiologiques de la plante et dans les interactions

avec leur environnement.



< Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composeés naturels appartenant a la famille
des polyphenols. Ces composés peuvent avoir un role de signal (Treutter, 1997) et permettent par
exemple la mise en place de la symbiose entre des Fabacees et des bactéries, ce qui permet a ces
plantes de fixer directement l'azote atmosphérique. lls participent aux phénomeénes de
pollinisation puisqu'ils sont responsables de la coloration des fleurs (Macheix et al, 2005). En
plus les flavonoides ont un réle de filtre contre le rayonnement UV, ce qui détermine leur
localisation dans les tissus externes (Gould et Lister, 2005). Enfin les flavonoides comme les
dérivées hydroxy cinnamiques jouent un rdle important dans la résistance des plantes aux stress
environnementaux (Walton et Brown, 1999). Lors de blessures ou d'attaques de pathogenes
fongiques et bactériens, la synthése de composés phénoliques est stimulée (induite). Les
flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes sont : flavones,

isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanines (Efendi et al, 2008).

Tableaul : Classes des composés phénoliques
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3. Activités biologiques des plantes

Plusieurs études ont montré que la présence des composés chimiques dans les plantes, lui
permettent d’étre utiliser pour des activités biologiques ; activité antimicrobienne et activité anti-

oxydante.

Récemment, plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des
plantes aromatiques et médicinales, en particulier leur pouvoir antibactérien, antifongique. La
principale cible des composes naturels des plantes médicinales est la membrane bactérienne,
I’activité antibactérienne des substances naturelles s’explique par la lyse de ces membranes. Les
huiles essentielles, flavonoides, alcaloides voir méme les tanins pourraient induire une fuite
d’ions au niveau de la membrane et par voie de conséquences des Iésions irréversibles au niveau
de cette membrane. Cette perméabilité aux ions tels que le potassium est un effet précurseur de
leur mort (Rhayour, 2002). La 1%® mise en évidence de I’action des extraits des plantes
médicinales contre les bactéries a été réalisée en 1881 par Delacroix. Les composés chimiques de
plus grande efficacité et a plus large spectre sont des phénols (thymol, carvacrol) des alcools, (a-
terpineol, terpinen-4-ol, linalol), des aldéhydes, des cétones et plus rarement des terpénes
(Dorman et Deans, 2000). Les extraits des plantes médicinales agissent aussi bien sur les
bactéries a Gram positives que sur les bactéries a Gram négatives. Toutefois, les bactéries a

Gram négatives paraissent moins sensibles a leur action et ceci est directement lié a la structure
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de leur paroi cellulaire (Burt, 2004).Les phénols ont des fonctions anti-infectieuses,
antibactériennes et antifongiques, Ils ont a la fois une propriété antiseptique et désinfectante,
ainsi que des propriétés antiparasitaires. Ils se révélent également comme ayant des propriétés
stimulantes, antivirales et immunisantes. Plus les teneurs en phénols sont élevées, plus 1’extrait
ou I’huile essentielle est efficace (Cosentino et al, 1999). Cependant, les phénols ne sont pas les
seuls responsables de I’intégralité de 1’activité ; la totalité¢ de la composition chimique doit étre

prise en compte (Cosentino et al, 1999).

3.2.1. Radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre considerés comme des déchets du métabolisme cellulaire. Ce
sont des atomes et des molécules dotés d'une forte énergie et qui, avant d'étre neutralisés
détruisent ce qu'ils rencontrent. Ils sont produits dans toutes les cellules de I'organisme tout a fait
normalement et en faible quantité dans les mitochondries. 1l s'agit des ions oxygene, hydroxyde
et de I'eau oxygénée qui sont libérés lors des réactions biochimiques. Avant d'étre neutralisés ils

provoquent des lésions sur tous les éléments qu'ils contient.
3.1.2. Antioxydants

Un antioxydant est toutes substances qui peut retarder ou empécher I’oxydation des substances
biologiques, ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et le rendent aussi
inoffensifs (Vanssant ,2004).L'organisme sait cependant se défendre contre les radicaux libres,
grace aux enzymes antioxydants contenues dans nos cellules. Ces enzymes sont aidées dans leur
action antiradicalaire par la vitamine E, C, provitamine A, le zinc et le sélénium (Boss, 2002).
L'oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais I'oxygéne peut étre également
une source d'agression pour ces organismes (Ekoumou, 2003). En effet des dérivés hautement
réactifs de I'oxygéne peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous I'effet des
rayons U.V, des radiations ionisantes et de métaux de transition. Les principales formes de
I'oxygéne qui provoquent ces troubles sont : lI'oxygene O,, le peroxyde d'’hydrogene H,0, les
peroxydes alkyles ROOH, le radical superoxyde O, les radicaux hydroxyles OH, peroxydes
ROO et alkoxyles RO (Cavin, 1999). Les consequences au niveau de l'organisme se font
ressentir sur I'’ADN, les lipides et les protéines (Ahamet, 2003).






Deuxieme partie :
Materiel et Methodes



1. Matériel végétal

Les plantes sujet d’études sont récupérées a partir de la ville de Fés chez les herboristes et
séchées a I’air libre. Les parties aériennes sont rassemblées et réduites en poudre (Figure 3) qui
va servir ensuite a la préparation des extraits et a la quantification des flavonoides et les

composés phénoliques puis a I’évaluation de I’activité antimicrobienne, anti-oxydante et la

toxicité des fractions séparées par chromatographie d’exclusion sur les souris.

Figures 3 : Préparation du marrube blanc (1: Séchage ; 2: Réduction en poudre ; 3: Poudre)

2. Meéthodes

Deux extraits ont été préparé, 1’extrait aqueux ; par 20g de poudre et 200 ml d’eau distillée et
I’extrait méthanolique ; par 20g de poudre et 200ml de méthanol. On utilise le Soxhlet comme

extracteur (Figure 4) ensuite I’extrait aqueux et le reste du méthanole d’extrait méthanolique ont
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été évaporés a sec a I’étuve a 45°C. Apres 1’évaporation 1’extrait est récupéré, puis pesé pour

déterminer le rendement selon la formule suivante :

Rdt = (Mext / Mécha) *100
Avec :
Rdt : Rendement en %
Mext : Masse d’extrait aprés évaporation en g

Méch : Masse de la poudre en g

L2

Figure 4: Montage d’extraction par Soxhlet. a gauche ’extraction méthanolique, a droite ’extraction
aqueuse

Pour quantifier la teneur en composés phénoliques, en flavonoides et étudier [’activité
antioxydante on a préparé nos extraits (aqueux et méthanolique) comme suit : A partir de chaque
extrait on a pesé 50, 100, 200mg et on I’a solubilisée dans 10ml du solvant d’extraction (Figure
5). Apres des tests préeliminaires nous avons constaté que la concentration 5mg/ml qui nous a
donner des bons résultats.
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Figure 5: Concentrations croissantes des extraits

2.2.1. Quantification des composés phénoliques
¢ Principe

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été determinée par la méthode de Folin-Ciocalteu.
Les composés phénoliques réagissent avec le reéactif de Folin-Ciocalteu. Le mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040) est réduit, lors de
I'oxydation des polyphénols, en un mélange d'oxyde bleu de tungstene(WsgO,3) et de molybdéne
(Mo0gOy3). La coloration bleue est proportionnelle au taux des composés phénoliques (Ribereau-
Gayonet al, 1982).

¢+ Mode opératoire

Une quantité de 1ml de I’extrait est mélangée avec 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu fraichement
préparé (10fois dilue) et 1ml de carbonate de sodium a 5% (Na,COs3).Le mélange est agité et
placé a I’obscurité pendant 40min. Ensuite les composés phénoliques totaux sont déterminés a
I’aide d’un spectrophotomeétre a 765nm. On prépare dans les mémes conditions un témoin
négatif en utilisant I'eau distillée a la place de I’extrait. La détermination de la concentration des
composés phénolique dans les extraits est faite selon une gamme-étalon établie dans les mémes
conditions avec de I'acide gallique (0 a3 mg/ml). Les résultats sont exprimés en mg équivalent

d’acide gallique par mg d’extrait sec (Figure 6).
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Figure 6 : Dosage des composes phénoliques
2.2.2. Quantification des flavonoides
“* Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen et
al, (1999) avec le trichlorure daluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose

L’absorbance est visible a 510 nm.

Figure7 : Mécanisme de réaction de chlorure d’Aluminium avec les flavonoides

% Mode opératoire

1 ml d’extrait est mélangé de 0,3ml de NaNO; (5%), apreés 5min on ajoute 0,3ml de Alcls, apres
6min on ajoute 2ml de NaOH et 7,4 d’eau distillée, le témoin est préparé en parallcle.
L’ensemble est incubé dans 1’obscurité pendant 30min et a été lue a 510 nm. La concentration

des flavonoides dans I’extrait a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec la
13



quercitrine a différentes concentrations (10, 20, 40, 60, 80, 100ug/ml) préparées dans les mémes
conditions opératoires que 1’extrait qui servira a la quantification des flavonoides. La teneur en
flavonoides a été exprimée en microgrammes équivalents de quercitrine par milligrammes du

poids d’extrait sec (ug EQ/mg MS) (Figure8).

Figure 8 : Dosage des Flavonoides

(EM :extrait méthanolique, EA : extrait aqueux )

3. Activités biologiques

3.1.1. Préparation de culture

Pour étudier ’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux et de I’extrait méthanolique on a

préparé deux milieux de culture différents :
v" Milieux LB et YPG solide et liquide

Le milieu LB ou ‘Lysogeny broth’ est un milieu nutritif utilisé spécifiquement pour la culture
bactérienne. Pour le milieu YPG “Yeast extract Peptone-Glucose-Agar ” ou également YGC est
utilisé pour la culture des levures 250ml de chaque milieu LB et YPG solide ont été préparés, et

100ml pour les milieux liquides (Annexel).
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3.1.2. Souches étudiées

L’activité antimicrobienne est réalisée sur 4souches: 2 bactéries : Escherichia Coli et Bacillus

subtilis et 2 levures : Candida tropicalis et Saccharomyces cerevisiae.
eEscherichia Coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif (Patrick et al, 1988), de forme non sporulée, de
type anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6
um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven et al, 2004). E. coli constitue la majeure
partie de la flore microbienne du tube digestif de I’homme et de nombreux animaux. Certaines
souches sont virulentes, capables de déclencher spécifiquement chez I’homme ou chez certaines
espéces animales des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien encore des
méningites néo-natales. D’autres souches appartiennent a la flore commensale peuvent étre
responsables d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses

immunitaires affaiblies (Patrick et al, 1988).
eBacillus subtilis

Bactérie & gram positif, sporulante, aérobie et anaérobie facultative. La spore de Bacillus subtilis

lui permet de survivre des années dans la terre en attendant 1’occasion d’infecter un nouvel héte.

eCandida tropicalis

Levures de forme variable rondes a allongées, fréquemment isolées dans la nature, du sol, de
végétaux, de I’eau. Il provoque chez ’homme des infections superficielles cutanéo-muqueuses,

des onyxis ainsi que des infections profondes : pulmonaires, urinaires et septicémiques.

e Saccharomyces cerevisiae

Levures sous forme de cellules isolées, ovoides a arrondies, de 5 a 10 um de diametre. Elle peut

vivre dans I’air ou fermenter, c¢’est-a-dire transformer le sucre en alcool.

Chaque souche est ensemencée dans une nouvelle boite de pétri pour assumer leur viabilité,
apres elle est incubée 24 h a 37°C dans le milieu solide convenable (LB ou YPG). Apres cette
incubation les souches sont pré-cultivées a nouveau dans le milieu liquide et incubées 12 h
(Figure9).
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Figur9: Pré-culture des souches

Apres 6 heures d’incubation de la souche I’extrait (méthanolique et aqueux) est préparé comme
suit : 0,1g d’extrait dans 10 ml du solvant d’extraction (I’cau distillé ou méthanol) (Figurel0), a
partir de cette solution nous avons réalisés une série de concentrations croissantes de 0, 5,
10,15 et 20pl.

Figurel0 : Extrait aqueux (a droite), extrait méthanolique (a gauche)

En paralléle une série de dilution en cascade de la souche est effectuée par les volumes suivants
900ul de I’eau physiologique et 100ul de la souche. Ensuite nous avons ajoutés 10ul de 1’extrait
aux dilutions préparées (a partir de 10™ pour les bactéries et de 10™pour les levures) et puis
incubées 6h a 37°C. Apres I’incubation, 100ul de chaque concentration est étalée sur la boite de
pétri et incubé a nouveau a I’étuve pendant 24h a 37°C. Aprés 24h les résultats seront

déterminés.
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3.2. Activité anti-oxydante
% Principe

Afin de détecter I’activité anti-oxydante des extraits aqueux et méthanolique de Marrube blanc,
en se basant sur le test de phosphomolybdate qui est appuyé sur la réduction du molybdéne.

Cette réduction se caractérise par la formation d’un complexe verdatre.
% Mode opératoire

La méthode consiste a introduire dans des tubes a essai 0,3ml de chaque extrait (de deux
dilutions 1/5 etl/7) avec 3ml d’un réactif compos¢ de ’acide sulfurique H2SO4, de sodium
hydrogéne phospho-2-hydrate (NaH2PO4) et du molybdate d’ammonium. Aprés
homogénéisation par le vortex, les tubes sont bien fermés puis incubé a 95°C pendant 90min.
Aprés refroidissement, I’absorbance est mesurée a 695 nm (Prieto et al, 1999). Le témoin est
préparé également et se compose de 0,3ml de I’eau distillé mélangé avec 3ml de réactif
mentionné ci-dessus. Les étalons, les échantillons et le témoin sont incubés dans les mémes
conditions de températures. La gamme d’étalonnage a été obtenue a partir des solutions d’acide
ascorbique (Vitamine C) de concentration massique allant de 0,25 jusqu’a 1. Les résultats

obtenus sont exprimes en g équivalent Vitamine C par ml (Figure 11).

Figure 11 : Activité anti-oxydante d’extrait aqueux et méthanolique

(A : dilution de 1/5 d’EM ; B : dilution de 1/7d’EM ; C : dilution de1/7d ‘EA ; D : dilution de
1/5d’EA)
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4, Chromatographie d’exclusion
% Principe

La chromatographie d’exclusion ou filtration sur Gel ou tamisage moléculaire est une méthode
de séparation a pour but de purifier ou de caractériser les composés d’un mélange selon le
volume qu’occupe la molécule. On utilise une colonne contenant un gel poreux (Séphadex G50),

ce dernier retiendra plus facilement les grosses molécules que les petites.
% Mode opératoire

On a préparé 0,3g d’extrait dans 1ml d’eau distillée et on la faire couler dans la colonne sur gel e
Séphadex G50.Puis on suit la séparation des différentes fractions (polyphénols, intermédiaires et
monophénols) tout en récupérant ces fractions dans des petits tubes afin de lire I’absorbance par

spectrophotometre a 509 et a 380 nm.
5. Test de toxicite
% Principe

Le principe de cette activité est de suivre le poids et le comportement des souris pendant toute la
période d’expérience afin de réaliser une dissection a la fin pour déterminer 1’état des différents

organes interne.
% Mode opératoire

On a fait rassembler les différentes fractions obtenues par la chromatographie (monophénols,
polyphénols, intermédiaire d’extrait aqueux et les monophénols d’extrait méthanolique). 0.2ml

de chaque fraction a été ajouté dans 50ml de I’eau des souris Figure 12 et 13.
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Figure 12 : Fractions des extraits aqueux et méthanolique
(1 : intermédiaire, 2:polyphénols, 4:monophénols) d’extrait aqueux ;3: monophénols d’extrait
méthanolique.

2 B

N
Figure 13: Groupes des souris selon les fractions testées

Apres 15 jours d’expériences une souris de chaque lot a condition d’étre de méme poids a été
disséquée apres une anesthésie par I’éther, afin d’isoler le foie, les poumons et le ceeur et de

vérifier I’¢tat (leurs couleur, aspect...) de chacune et leurs poids par rapport au témoin Figure 14.
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Figureld :

L’individu a disséquer de chaque lot
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1. Résultats de I’étude phytochimique

% Extrait aqueux et méthanolique

Chaque extrait a été caractérisé par son rendement, son aspect et sa couleur par rapport a la

poudre seche. Ces éléments sont présentés dans la Figure 15.

16 +

14 A

12 -

Rdt des extrait en %

0 T 1
EA EM

Extraits

Figure 15 : Rendement d’extrait méthanolique et d’extrait aqueux (EA . extrait aqueux ;
EM : extrait méthanolique)
D’aprés cette figure (15) nous avons remarqué que le rendement le plus élevé a été observé au
niveau de I’extrait aqueux (14.50%). Par contre, 1’extrait méthanolique présente le rendement le
plus faible avec (9.55%).Ce résultat est en accord avec ceux obtenus par d’autre auteurs, plus
récemment Nabil GHEDADBA(2014)et son groupe ont montré que ’extrait aqueux donne la valeur la
plus élevée (12.98%), suivi par I’extrait méthanolique qui a donné un rendement de (10.9%).Cependant,
I'extraction a I'éther de pétrole, qui a pour but de délipider la matiére végétale, a conduit a un rendement
faible de 2,1 %. lls ont démontré que les solvants polaires donnent des rendements meilleurs que les
solvants apolaires, étant donné que les solvants polaires ont la capacité de diffuser a l'intérieur de la
poudre végétale, datteindre la matrice végétale et de récupérer par conséquent le plus possible des
métabolites. Tandis que les solvants apolaires, non miscibles avec 1’eau, n'ont pas la capacité d’extraire le
maximum des molécules bioactives a cause de la présence de I'eau contenue dans le tissu végétal. En
revanche, une étude faite par Al-Bakri et Afifi en 2007 a montré que 1’extrait méthanolique présente un
rendement plus élevé (20%) que notre étude. Ces variations dans le rendement d’extraction varient selon
la nature du solvant, la méthode d’extraction utilisée, la période, le lieu de la récolte et la durée de

séchage.
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o Détermination de la CMI

Les résultats obtenus de la CMI sont présentés sur les tableaux 2, 3, 4 et 5. D’apres les résultats
obtenus nous avons remarqué que la CMI de I’extrait Méthanolique a été observée contre C.T et
B.S au niveau de la concentration 0.05 mg/ml, puis contre S.C au niveau de la concentration
0.1mg /ml. Pour I’extrait aqueux, la concentration 0.05 mg/ml a inhibé C.T et S.C.

D’aprés les tableaux 2, 3,4 et 5 on ressort que les levures présentent une sensibilité vis a vis les
deux extraits du marrube blanc, alors qu’E. Coli est plutdt résistant. Par contre B.S est résistante
en cas d’extrait aqueux et sensible en cas de 1’extrait méthanolique. D’apres nos résultats, les
extraits aqueux et méthanolique exercent un effet antimicrobien important sur les levures, en
plus I’extrait méthanolique a un effet contre B.S que I’extrait aqueux ne I’exerce pas. En
revanche un effet tres faible ou absent contre E. Coli pour les deux extraits. Ces résultats sont en
accord avec une étude déja faite par Mubashir et ses collaborateurs en 2009 a montré que
I’extrait aqueux des feuilles de I’espéce marrube blanc exerce une forte activité inhibitrice sur
les souches staphylococcus aureus MTCC 740, Staphylococcus epirmidis MTCC 435 et une
activité de degré moindre sur Proteus vulgaris MTCC 426 et E. Coli MTCC 443. Ce groupe de
recherche lui-méme en 2008 a montré que 1’extrait méthanolique brut du marrube blanc est trés
efficace contre B.S, modérément efficace contre P. vulgaris et E.Coli et inefficace totalement
contre P. aeruginosa. Zahra DEHBASHI et ses collaborateurs en 2015 ont réalisé une étude qui
est en accord avec nos résultats et ont montré que 1’extrait méthanolique a un pouvoir
antimicrobien trés important contre B.S, S. epidermidis, S. aureus (Gr+) et C. albicans et de

moindres degrés ou méme absent contre P. vulgaris et E. coli.

Tableau 2 : CMI d’extrait aqueux

Concentration en mg /ml/souche | Q 0.005 0.01 0.015 0.02
E.Coli + + + + +
BS + + + + +
CT + - - - -
SC + - - - -

+ : Présence des colonies
- : Absence des colonies
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Tableau 3 : CMI d’extrait méthanolique

Concentration en mg /ml/souche | Q 0.005 0.01 0.015 0.02
E.Coli + + + + +
BS + - - - -
CT + - - - -
SC + + - - -

+ : Présence des colonies
- Absence des colonies

Tableau4 : Résultats d’activité antibactérienne des extraits aqueux et méthanolique

Extrait /souche Bacillus subtilis E.Coli

Extrait aqueux

Extrait méthanolique

Tableau5 : Résultats d’activité antifongique des extraits aqueux et méthanolique

Extrait /Souche Saccharomyces cerevisiae Candida tropicalis

Extrait aqueux N\ -
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Extrait méthanolique

Les teneurs en composés phenoliques et en flavonoides dans les deux extraits du marrube blanc
sont représentés dans les figures 16 et 17. Les concentrations ont été rapporté en mg EAG / mg
d’MS (ANNEXE 2). Les résultats montrent que 1’extrait aqueux a une forte teneur en COMposes
phénoliques (0.5293+0.00039) par rapport a 1’extrait méthanolique (0.3246+0.00039).

La teneur en flavonoides pour chaque extrait a été rapportée en mg EQ/mg d’MS (ANNEXE 3).
Les résultats révelent que les deux extraits présentent des teneurs modéres, on peut déduire que
les flavonoides représentent (8.76%) des composés phénoliques dans 1’extrait méthanolique. Ce

taux ne dépasse pas (5.40%) dans I’extrait aqueux (figurel5).

28,7 - 0,6 -
28,65 - )
wn S |
2, 286 - g0
£28,55 - £0,4 -
o <
w 285 A 30)3 J
$sg45 - ud
c £0,2 -
o 284 - £
728,35 20,1 -
28,3 0 - .
EA EM EA EM
Figurel6: Teneur en flavonoides d’extrait Figure 17 : Teneur en composes
aqueux et d’extrait méthanolique phénoliques totaux dans les extraits

agueux et méthanolique
Notre résultat est en désaccord avec une étude qui a été faite par Nabil GHEDADBA et ses

collaborateur de travail (2014) et qui ont montré que 1’extrait méthanolique présente une teneur
en composés phénoliques (195+£0.36 mg EAG/100g d’extrait sec) plus ¢€levée que I’extrait
aqueux (155+0.36 mg EAG/100g d’extrait sec). Mais ce résultat reste approximativement tres
proche par rapport aux résultats obtenus par d’autre solvant d’extraction, éthérique (<50+0.36mg
EAG/100g de MS) et butanolique (<150+0.36mgEAG/100g de MS). Cette étude a montré que la
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concentration en flavonoides dans 1’extrait méthanolique est de 33.10+0.60 mg EQ/100mg du
matériel végétal, suivie par I’extrait aqueux lyophilisé (23.86+£0.36 mg EQ/100g du MS et puis
butanolique (20.90+0.78 mg EQ/100g ES). La plus faible concentration a été observé pour
I’extrait éthéré (3.15+0.17mg EQ/100g ES). Ces résultats obtenus pour ce groupe de recherche
ont été approuvé par la solubilité élevée des phénols et des flavonoides dans les solvants polaires
(méthanol et 1’eau distillée) et la moindre solubilité dans les solvants apolaires (butanol, éther).
Ce désaccord dans les résultats est dii probablement a la méthode d’extraction dans ce cas ils ont
utilisé une macération pour I’extrait aqueux et une extraction par reflux pour les autres solvants
en plus des conditions de récolte de la plante, du séchage et d’évaporation des extraits. D’autre
étude en accord avec nos résultats d’extrait méthanolique a été faite par Ch. Aouadhi et al (2014)
ont montré que la teneur en phénols dans 1’extrait méthanolique est plus ¢élevée que la teneur en
flavonoides. La teneur a été de 26.8+0.01 mg EAG/g MS. Tandis que la teneur en flavonoides ne
dépasse pas 0.61+0.05mg Catéchine/ml. Ce résultat confirme que les feuilles du marrube blanc

sont riches en composés phénoliques que les flavonoides.

Le test de phosphomolybdate ou la capacité anti-oxydante totale des extraits étudiés exprimee en
nombre d’EAA (ANNEXE 4) est présenté dans les figures 17 et 18. D’aprés les résultats
obtenus, I’estimation de la capacité antioxydante totale des extraits a montré une variabilité en
fonction de la nature du solvant (méthanolique et aqueux). Nous avons remarqué au niveau de la
concentration 5mg/ml, que 1’extrait aqueux a une forte capacité antioxydante totale que I’extrait
méthanolique. Alors le pouvoir antioxydant observé dans les trois extraits pourrait étre dd
essentiellement a la richesse des extraits en polyphénols particulierement les flavonoides et aussi
en fonction des structures chimiques des molécules bioactives.

Les résultats de Boudjelal (2012), obtenus a partir de 1’extrait méthanolique de la partie

Aérienne de Marrubium vulgare a montré une activité anti-oxydante élevée avec une valeur de
0.49 mg/ml. Contrairement, les travaux realisés par Orhan et al, 2010, affirment que 1’extrait
méthanolique est moins actif que 1’extrait acétonique de la méme espéece.

Dans une autre étude entreprise par Yumrutas et Saygideger, (2010) sur le piégeage du DPPH de
I’extrait hexanique et 1’extrait méthanolique de la partie aérienne d’une autre espéce, Marrubium
parviflorum a été noté que I’extrait hexanique a donné une trés faible activité antioxydante par
rapport a celle retrouvée en présence de 1’extrait méthanolique de Marrubium vulgare avec des

valeurs des IC50 plus ¢élevées. A 1’opposé, un puissant effet estimé a partir d’un IC50 de 0,18
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mg/ml de I’extrait brut méthanolique d’une autre espéce de Marrubium (Marrubium peregrinum)
a été retrouveé a partir du piégeage du DPPH lors des travaux réalisés par Milan (2011).
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Figurel8 : Capacité anti-oxydante totale des deux extraits testés. Les barres correspondent au
ES pourn=3
2. Evaluation du test de la toxicité

Expérimentalement la chromatographie d’exclusion d'extrait aqueux de Marrube blanc peut étre
divisée en trois parties différentes selon la couleur des fractions : la premiére de 3.5 a 5.5
minutes ol les polyphénols élucident (du 8°™ tube & 12°™), puis la deuxiéme de 5.5 & 9

I’intervalle entre 9 et 12.5 minute les monophénols élucident(de 21°™ tube & 27°™).
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Figurel9 : A droite chromatographie d’extrait aqueux, a gauche ’absorbance de ces

fractions.
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D’aprés les résultats de la figure 19 on peut confirmer réellement que I’extrait aqueux est composé
de 3 types de groupes des molécules qui correspondent & 3 pics principaux dans la courbe de DO a
3éme

380nm. En premier les polyphénols suivies des intermédiaires et le pic correspond aux

monophénols. Parallélement au premier pic a 380nm un maximum pic est observé pour 1’absorbance
a 509. Ce resultat obtenu confirme que la molécule de la marrubine est comptée parmi les

polyphénols du marrube blanc.
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Figure2l: La chromatographie d’exclusion d’extrait méthanolique et son absorbance a gauche

Expérimentalement, la chromatographie d’extrait a révélé qu’une seule fraction des

monophénols aprés un temps de 10.5min élucide (21°™ tube a 31°™).

La figure 22 montre que I’extrait méthanolique est pauvre en marrubine mais il est riche en

d’autres composés.
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Figure22: Fractions séparées par chromatographie d’exclusion d’extrait méthanolique.

2.2.Développement du poids

Cette activité de toxicité est testée sur des souris du poids moyen entre 19 et 30 mg. Le
développement du poids durant toute la période d’expérience est présenté dans la figure
suivante :

35 -~
30 - =2 o4
25 4 —
0o =f==poly EA
c 20 -
- ——int EA
=]
© 15 -
o = mMoOno EA
10 - T
5 -
0 L] L] L] L] 1

0 4 8 11 15
Temps (jour)

Figure23 : Développement du poids des souris sous I’effet d’extrait aqueux

D’apreés la figure 23 on constate que de 0 & 4 jours un gain de poids corporel a été observé chez
tous les groupes des souris. Apres le 4eme jour le poids du témoin augmente normalement. Par
contre le poids de ceux qui sont traité par les polyphénols se stabilise immédiatement. Le cas
différent pour les groupes qui regoivent les intermédiaires et les monophénols, chez les premiers
| éme

le poids diminue jusqu’a le 1 jour puis se stabilise par contre chez le deuxiéeme groupes le

poids augmente jusqu’a le 11°™ jour puis se stabilise.

Remargue : La fraction monophénolique provoque la mort de deux individus des souris durant

la période d’expérimentation.
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Figure 24 : Développement du poids en g sous effet des monophénols d’extrait
méthanolique. Mono EM : monophénols d’extraits méthanolique, T : témoin
négatif
D’apres la figure 24 on constate que le poids s’augmente dans les deux cas(le groupe témoin et le

groupe traité) au cours de I’expérimentation sans différence.
Ce résultat des mono d’EM ne montre aucune toxicité sur les souris.

Alors les deux fractions monophénoliques des extraits aqueux et méthanolique se différent en
composition, 1’extrait aqueux renferme dans ces constituants un ou plusieurs molécules toxiques
responsables de la mort des souris par contre I’extrait méthanolique est dépourvu de cette
molécule. En revanche notre molécule a chercher ‘la marrubine’ qui est présent dans la fraction

polyphénolique n’engendre aucun effet toxique sur les souris.
> Dissection et I’identification des organes internes

D’aprés les résultats obtenus dans les figures 23, 24, 25, 26,27 et 28 on a constaté que la couleur

et le poids des organes différent d’une fraction a 1’autre.
Cas du foie

Le foie est de couleur normale chez les individus qui regoivent les poly d’EA. Par contre chez
celles qui recoivent les mono et les Inter d’EA, chez les premiers le foie du couleur normal mais
il est dispersé de plusieurs petits points noirs, méme cas pour les inter EA sauf que les points
sont moins denses que celles observé par les mono (Figure25). Parallelement ce qui concerne
I’analyse du poids on a observé que la seule fraction qui ne provoque aucun changement du
poids est celle des Mono EA. Au contraire pour les autres fractions qui sont soit faire augmenter
le poids (inter EA) ou le faire abaisser (Poly EA et Mono EM).
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Figure25 : Variation du poids du foie selon les fractions testées
Pour n=3 et les barres correspondent a I’erreur standard

Cas du cceur

Le cceur est de couleur normale pour toutes les fractions mais en poids apparait normal sauf dans
le cas des Mono EM et pour les autres fractions on a remarqué qu’il y a des fractions qui

augmentent le poids c’est le cas des Mono EA et d’autres qui le diminuent c’est le cas des inter

EA et les Poly EA.
0,3 - - =
o I I I l
0 T T T T

Poly EA Inté EA Mono EA Mono EM Témoin
Fractions

Poids eng

o
[y
1

Figure26: Variation du poids du ceeur chez les souris selon les fractions
N=3 et les barres en noir c’est ’erreur standard

Cas des poumons

Les poumons dans tous les cas se different en couleur et en poids par rapport au témoin mais a
un degré différent d’une fraction a I’autre. Dans le cas des Mono EA et les Poly EA la couleur
est plus ou moins blanche par contre pour les Mono EM et les inter EA sont plus blanche
(Figure28).
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Par I’analyse du poids on a constaté que les fractions Mono EM, Poly EA et Mono EA ont
abaisse le poids. Cependant les inter EA a augmenté le poids.
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Figure27 : Variation du poids des poumons en fonction des fractions testées

N=3 et les bares correspondent a I’erreur standard

A

Figure 28:Résultats de la dissection.
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Conclusion et perspective

L’étude de D’activité biologique d’extrait aqueux et méthanolique nous a donné des résultats
intéressants.

L’analyse quantitative des extraits par un dosage des polyphénols et des flavonoides a montreé la
richesse d’extrait aqueux par rapport a I’extrait méthanolique.

L’analyse des extraits par chromatographie d’exclusion (Séphadex G50) nous a permis de
différer entre 1’extrait méthanolique riche en monophénols et I’extrait aqueux riche en
monophénols, polyphénols et en composeés intermédiaires.

La révélation de I’activité antimicrobienne contre les 4 souches étudiées par la méthode de
micro-dilution sur milieu solide, a confirmé que les deux extraits sont plus actifs contre les
levures par rapport aux bactéries.

La méthode de CAT a révélé une activité anti-oxydante qui différe selon le solvant d’extraction
utilisé.

L’étude de toxicit¢é a montré D’effet toxique d’une seule fraction d’extrait aqueux ; les
monophénols et que les polyphénols dont la marrubine ne présente aucun effet toxique.

Enfin, ’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une premiere €tape dans la recherche
des substances et sources naturels biologiquement actives, nous envisageons comme perspective
d’utiliser des méthodes modernes pour la séparation et 1’identification des molécules présentes
dans les deux extraits d’étude pour bien spécifier leurs compositions exactes et de valoriser cette

plante sauvage dans les domaines médicales et pharmaceutiques.
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ANNEXE 1

Préparation des milieux YP et LB 250ml solide et 100ml liquide :

LB YPG
Milieu Solide Liquide Solide Liquide
Extrait de levure en g 1.25 0.5 2.5 1
Tryptone en g 2.5 1 S) 2
Agareng 5 - 5 -
Nacl en g 2.5 1 - -
Glucose en g - - 5 2
ANNEXE 2 ANNEXE 3
DO DO
2
1.8 y=0.5834x + 0.019._
=00015¢-0,005 ® 16 R= 0999,
R=09859 . 14
12
' 1
® DO
) 0.8
S Linéaire (DO) 06
o 04
02 | .®
’.I‘,.c e
0 0.5 1 15 2 25 3 35
0 20 40 60 80 100 120
ANNEXE 4
1,6
1,4 -——yfhﬁ'iﬂl =0,046 |
12 R®=0,9935 //
1
Qo8 //
0,6 /'
0,4 S
0,2
0
0 0,5 1 1,5




