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Résumé :

Marrubium wvulgare est une plante médicinale recensee aupres des populations
végetales, reconnu par son intérét thérapeutique, une étude phytochimique a été réalisé afin
d’apporter preuves de son efficacité et d’élargir son utilisation dans les domaines chimiques et
biologiques pour des fin chimique en médecine, vu son pouvoir antimicrobien, antifongique et

antioxydant.

L’extraction de la plante a été réalisée avec quatre solvants : le méthanol, éther de
pétrole, le chloroforme et I’acétate d’éthyle respectivement par la méthode de macération sous

agitation pendant 24h

Les analyses effectuées ont permis d’isoler un des principaux métabolites secondaires,
les flavonoides et les tanins. L’analyse a révélé la présence des flavonoides, et les tanins dans
I’extrait isolé a partir des feuilles. Les tests préliminaires mis en évidence certains métabolites
secondaires comme les tanins catéchiques, les saponosides, les anthocyanes, les terpénes et

stérols et les flavonoides.

Les tests de 1’activité antibactérienne ont montrés la puissance antifongique des tanins
et des flavonoides, ’effet bactéricide varie selon la nature de la souche et de la substance

testée.

Mots clés : Marrubium vulgare , les flavonoides, tanins, macération , pouvoir antifongique.



ABSTRACT:

Marrubium vulgare is an herbal found among populations, recognized by its therapeutic
interest, a phytochemical study was conducted to provide evidence of its effectiveness and to
expand its use in the chemical and biological fields for chemical purposes in medicine,

regarding to its antimicrobial and antioxidant power.

The extraction of the plant was carried out with four solvents: methanol, petroleum
ether, chloroform and ethyl acetate respectively by the shaking maceration method for 24

hours.

Analyses were used to isolate one of the main secondary metabolites, flavonoids. The
analysis revealed the presence of flavonoids and tanins in extract isolated from the leaves.
Preliminary tests showed some secondary metabolites such as catechiques tannins, saponins,

anthocyanins, terpenes and sterols and flavonoids

. The antifongical activity tests have shown the antibacterial power of tanins and

flavonoids, the bactericidal effect varies with the nature of the strain and the substance tested.

Keywords: Marrubium vulgare, flavonoids, tanins,maceration, antifongical power.
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Introduction :

Candida albicans est un pathogene nosocomiale opportuniste qui ne cesse de causer
des problémes de santé grave dans les structures de soins (Marot et al, 1993). Les
infections causées par ce microorganisme sont souvent associées avec des résistances
accrues aux imidazoles qui sont les principaux antifongiques spécifiques pour combattre
cette espéce (Bouchet et al., 1989) .Les résistances de ce microorganisme aux
antifongiques ont connue des taux alarmants ces derniéres années avec des morbidités et
mortalités tres éleves (Raoult., 1998).Pour cela la recherche de nouveaux remédes est une

nécessité pour faire face a ce danger et pour assurer les traitements a ces infections.

Les produits d’origine naturelle étaient toujours la source prometteuse de substances
inhibitrices des microorganismes, parmi lesquels, le monde végétal est riche en plantes a
effet thérapeutique en particulier les effets antimicrobiens (El-Rhaffari., 2004).Ces plantes
ont été utilisées depuis 1’ancien age pour traiter les diverses maladies infectieuses méme

avant de connaitre 1’origine microbienne de ces maladies (Sijelmassi., 2000). .

Les essences végétales autrement appelées huiles essentielles sont des substances
présentes dans les plantes aromatiques et sont réputées par leur utilisation thérapeutiques
depuis des siécles. Ces derniéres années, plusieurs recherches ont été faites spécifiquement
sur la sensibilité de Candida albicans aux huiles essentielles et ont montré des activités

anti-Candida intéressantes (Gaussen., 1982).

L’ Algérie est un pays riche en plantes aromatiques et médicinales dont plusieurs sont

utilisés depuis longtemps et jusqu’a présent dans la phytothérapie (Gaussen., 1982).

Pour notre part, nous nous sommes intéressés a une espece végétale Marrubium vulgare
qui est largement utilisée en médecine traditionnelle dans le traitement des troubles
digestifs, la perte de ’appétit et la dyspepsie (Raynaud., 2007).Elle est également
employée comme Anti nociceptif (Dejesus., 2000.), antihypertenseur (El bardai., 2004.),
antispasmodique (Rigano ., 2009), antioedematogénique (Stulzer., 2006), analgésique
(Meyre-silva., 2005), insecticide (Pavela., 2004), anti-inflammatoire (Sahpaz., 2002),
antimicrobien (Rigano; 2006) (Quave., 2008) (Warda., 2009), antioxydant (Weel.,
1999.), antifongique (Edziri., 2007), anti leucémique (Alkhatib.; 2010) et dans de
nombreuses autres activités biologiques. L objectif de cette étude est de comparer le

rendement d’extraction de la matiére végétale par différents solvant, réaliser des test



phytochimique pour déterminer la composition chimique des extraits de la plante
Marrubium vulgare, poussant a 1’état sauvage dans la région de Tlemcen et déterminer
I’activité antifongique des extraits des feuilles de la plante vis-a-vis de deux souches

Candida albicans de référence
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Chapitre 1 : Lamiacées

1) Généralités sur les huiles essentielles extraites de plantes :
L’histoire de I’aromathérapie se divise en quatre grandes périodes au cours desquelles la

connaissance des plantes aromatiques et de leur usage s’est affinée.

Au depart, les plantes a essence étaient utilisées telles quelles, incorporées dans
I’alimentation, macérées, infusées ou décoctées. Le lien entre leurs vertus thérapeutiques et

leur caractére aromatique n’était pas encore établi.

Lorsque I’intérét thérapeutique de la substance odorante a été envisagé, les procédés
d’utilisation ont évolué, les plantes étaient alors brulées, macérées ou infusées dans des
huiles végétales. Plus tard I’invention de la distillation a permis d’extraire les substances
odorantes, le concept « huile essentielle » est né. Mais c’est la fin du XIXéme siécle qui

marque les débuts de 1’aromathérapie moderne (Yano., 2006).

2) Définition des huiles essentielles :

Ce sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveur généralement fortes,
extraites a partir des différentes parties de certaines plantes aromatiques, par les méthodes
de distillation, par enfleurage, par expression, par solvant ou par d’autres méthodes
(Belaiche., 1979). Pour (Bruneton.; 1999), les huiles essentielles (= essences = huiles
volatiles) sont «des produits de compositions généralement assez complexes renfermant
des principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la
préparation». La norme francaise AFNOR NF T75-006 définit I’huile essentielle comme:
«un produit obtenu a partir d’une matiere premiere végétale, soit par entrainement a la
vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, et qui sont

séparés de la phase aqueuse par procédés physiques » (Garnero., 1996).

3) Propriétés des huiles essentielles :

La plupart des huiles essentielles ont une densité inferieure a celle de I’eau, il existe
cependant des exceptions (les HE de cannelle, de girofle et de sassafras (Paltz., 1997)
(Paris., 1981).

Les huiles essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles.
Elles ont une composition assez complexe (Azevedo et al.,, 2001). On vy trouve

généralement de nombreux constituants appartenant principalement a deux grandes
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familles chimiques : les composés terpéniques et les composés aromatiques dérivés du

phénylpropane (Cosentino et al., 1999).

Les HE sont généralement incolores ou jaune pale a 1’état liquide a température ordinaire.
Elles sont peu solubles dans I’eau, solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants

organiques. (Paltz., 1997).

4) Apercu bibliographique sur la plante étudiée : Marrubium vulgare
a) Famille des Lamiacées :

La famille des Lamiacées est composée de pres de 258 genres et 6970 espéces
d’herbes, d’arbustes et d’arbres, a tige quadrangulaire et a inflorescences verticillées.
Les feuilles sont généralement opposées ou verticillées, simples ou trés rarement
pennatiséquées ; il n’y a pas de stipule. Les fleurs sont bisexuées et zygomorphes,
les inflorescences sont en cymes bipares puis unipares (Par manque de place). Le calice est
synsépale, typiqguement 5-mere, parfois bilabié et porte 5 a 15 nervures protubérantes.
corolle est sympétale et typiquement bilabiée, avec deux lobes formant une lévre
supérieure et trois lobes formant la lévre inférieure. L’androcée peut consister soit en
quatre étamines didynames, soit en seulement deux étamines soudées au tube de la corolle
ou a la zone périgyne et alternant avec les lobes. (Guignard., 2001, Quezel., 1963).

b) Distribution :

Selon (Judd et al, 2002), la distribution géographique des lamiacées est
cosmopolite. Les Lamiacées sont rencontrées sous tous les climats, a toutes les altitudes.
Certains des 200 genres que compte la famille sont quasiment cosmopolites, d’autres ont
une distribution plus restreinte. Rare dans le milieu forestier tropical, les Lamiacées se
concentrent dans la région méditerranéenne (Bruneton., 2001). Les Lamiacées
comprennent environ 2500 especes dont 1’aire de disposition est extrémement étendue,
elles sont particulierement abondantes dans la région méditerranéenne (Crété., 1965).

Les Lamiacées sont surtout des plantes méditerranéennes qui, au Sahara ne se
rencontrent guere que dans la région présaharienne et dans 1’étage supérieur du Hoggar,
sauf les trois espéces Marrubium deserti, Salvia aegyptica et Teucrium polium qui sont

plus largement répandues et en particulier, les deux 1éres especes (Ozenda., 2004).

c) Intérét économique :
La famille renferme de nombreuses espéces économiquement importantes soit par

leurs huiles essentielles, soit pour leur usage condimentaire, elles appartiennent aux genres

6
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Mentha (la Menthe), Lavandula (la Lavande), Marrubium (le Marrube) , Nepeta (L’Herbe
aux chats),Ocimum (le Basilic), Origanum (1’Origan), Rosmarinus (le Romarin), Salvia (la
Sauge), Satureja (la Sarriette) et Thymus (le Thym). Les tubercules de quelques espéces de
Stachys sont comestibles. Tectona (le Tek) fournit un bois d’oeuvre important. De
nombreux genres contiennent des especes ornementales : on peut citer parmi eux Ajuga,

Callicarpa, Clerodendrum, Monarda, Salvia, Scutellaire et Vitex (Judd et al., 2002).

Un trés grand nombre de genres de la famille des Lamiaceae sont des sources riches
en terpénoides, flavonoides et iridiodes glycosylés. Le genre Phlomis comptant prés de 100
espéces est particulierement riche en flavonoides, phénylethanoides, phenylpropanoides et

en iridoides glycosilés.

Le genre Salvia, comprenant prés de 900 espéces majoritairement riche en
diterpenoides et le genre Marrubium avec environ 30 especes réparties dans un grand

nombre de pays du globe (Bonnier., 1909).

Le genre Marrubium comporte quelque 30 espéces, répandues principalement le long
de la méditerranée, les zones tempérées du continent eurasien et quelques pays d’ Amérique
Latine (Rigano, 2006, Meyre, 2005). Il est muni d’un calice a 10 dents, dont les 5
commissurales plus courtes, toutes terminées en pointe €pineuse. C’est un Arbuste a tiges
et face inférieure des feuilles blanches tomenteuses. Les inflorescences sont en glomérules

verticillés. Les bractées sont linéaires aigues. Les fleurs sont blanches.

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

alyssoide Pomel et Marrubium deserti de Noé : (Quezel., 1963).

d) Espéce Marrubium vulgare :

Le Marrube vulgaire est une Arbuste, d’aspect blanchétre trés rameux, a poils
laineux appliques, a feuilles petites en coin a la base et portant quelque dents au sommet,
fleurs en petites glomérules a ’aisselle des paires de feuilles, corolle petite par apport au
calice tubuleux, celui-ci s’accroissant considérablement par sa partie supérieure en formant

autour du fruit une auréole membraneuse (Ozenda., 2004).
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Selon (Judd et al., 2002) la position systématique de 1’espeéce Marrubium vulgare est

ainsi:
Regne Végétale
Embranchement Angiosperme.
Classe Eudicotylédones.
Sous-classe Gamopétale.
Ordre Lamiales.
Famille Lamiacées.
Genre Marrubium.
Espéce Marrubium vulgare L.

Les noms donnés a la plante sont les suivants : en Algeérie est connue par le nom
Marriouth (Quezel., 1963), Merriwt au Maroc (Bellakhdar., 1997), Marroubia en Tunisie
(Boukef., 1986). En Anglais : Harehound, en Italien : Marrubbio. Selon (Bonnier. ; 1909),

le Marrube est composé de deux mots hébreux : mar, rob, suc amer.
e) Composition chimique :

On vy trouve des diterpenes amers de la série des furanolabdanes et surtout
des composés de lactones : marrubiine principalement et son précurseur préfuranique,
la prémarrubiine, mais aussi du pérégrinol, du vulgarol, du marrubénol et du marrubiol. Il'y
a également des Hétérosides flavoniques du quercétol, de la lurtéoline ou de 1’apigénine,

mais aussi des lactoylflavones, et quelques dérivés de 1’acide ursolique.

En outre il y a des tanins spécifiques des Lamiacées et dérivés de I’acide
hydroxycinnamique (juste a 7%) (Acide cholorogénique, caféique, caféylquinique, mais
absence d’acide rosmarinique). Toutefois la présence d’une faible quantité¢ d’huiles
essentielles comportant différents composés monotéerpéniques (mois de 1% : a-pinene,

camphéne, lomonene) (Wichtl., 2003).
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Figure 1: Marrubium vulgare (www.le-jardin-ethnobotanique.com)

f) Utilisations de la plante :

Le marrube blanc est trés utilisé en médecine traditionnelle comme expectorant,
antispasmodique, antidiabétique, diurétique et en cas d’infections respiratoires. Il est aussi
employé pour combattre la cellulite et 1’obésité. Plusieurs de ces utilisations traditionnelles
ont eté confirmés par des essais scientifiques, le marrube blanc est considéré comme
antidiabétique Selon les populations anciennes, il aurait une action hypoglycémiante
(Roman et al., 1992, Novaes et al., 2001).

Cependant, les résultats d’un essai conduit récemment au Mexique sur 43 sujets
diabétiques qui résistaient au traitement classique révélent que le Marrube n’a pas eu
d’effet significatif sur la glycémie (Herrera et al., 2004). La prudence s’impose tout de
méme pour I’heure. Il n’y a pas eu sur le Marrube d’essais cliniques en double aveugle. Ses
usages sont des usages traditionnels bien établis et des études pharmacologiques sur

I’animal.

2) Aspect phytochimique :

Les études phytochimiques effectuées sur le genre Marrubium (Ashkenazy et al.,
1983) au regard des données bibliographiques ont permis d’isoler un grand nombre de
métabolites secondaires tels que les flavonoides, les sesquiterpénes, les diterpénes,
les triterpénes et les tanins.
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a) Sesquiterpénes :

Ce sont des hydrocarbures de formule C15H24, soit une fois et demie (sesqui)
la molécule des terpenes vrais (en C10H16). Ils peuvent étre acycliques, monocycliques,

bicycliques ou tricycliques.

e Composés acycliques : On peut citer le farnésene et le farnésol (alcool
correspondant du farnésene, essence de Tilleul, (baumes du Pérou et de Tolu).
Le nérolidol, isomere du farnésol (essence de Néroli, baume du Pérou).

e Composés monocycliques : Le zingibéréne (du Gingembre), L'humuléne (du
Houblon).

e Composés bicycliques : Le cadinéne (du goudron de Cade).

e Composés tricycliques : Les santalenes (du Santa), Les santalols, alcools

correspondants des santaléenes.

On peut rattacher aux sesquiterpénes, en raison de leur structure, des lactones comme
la santonine, I'nélénine, substances non volatiles mais sublimables. Ces composés, non
saturés, sont constitués par deux cycles penta- et heptacarbonés ; on trouve dans ce groupe
le guarazuléne (du Gaiac), les vétivazulénes, le chamazulene (des essences de Chamomille
et de Matricaire) (Bruneton., 1987).

b) Diterpénes

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

c) Triterpéenes :

Ces composes en C30 sont tres répandus, notamment dans les résines, a I'état libre,
estérifiés ou sous forme hétérosidique. Ils peuvent étre aliphatique, tétracycliques ou

pentacycliques.
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e Composés aliphatiques : le squaléne, surtout rencontré dans le régne animal, se
trouve également dans l'insaponifiable d'huiles végétales (Olive, Lin, Arachide).
C'est un intermédiaire dans la biogeneése des triterpenes cycliques et des stéroides.

e Composés tétracycliques : I'euphol, I'euphorbol dans les résines d'Euphorbia
resinifera Berg. Le butyrospermol de beurre de Karité, dans I'insaponifiable de
graisses, les acides éburicoique, polyporénique chez des champignons (Polypores).
Le lanostérol du suint de mouton, retrouvé sous le nom de cryptostérol dans
la Levure de biere.

e Composés pentacycliques : ils sont tres fréquents chez les plantes. On les classe en

trois groupes suivant les alcools en C30H500 dont ils dérivent.

. Terpenes
-Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (*y") or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene

o=

Phenol

Alcohol acyclic
Carvacrol Thymaol

Citronellol Geraniol

-Sesquerpitenes

Carbure Aleohol
Farnesol Caryophyllene

OH
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2. Aromatic compounds

Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
Cinnamaldehyde Cinnamy] alcohol Chavicol Eugenol
o CH;
T =
= = OCH,
OH

Methoxy derivative Methoxy derivative M“_‘ hylene dioxy compound

Anethole Estragole Safrole

I@—G{:Hg :/_QOCHE QD“‘M/“‘%

3. Terpenoides (Isoprencides)

Ascardole Menthol

QL

Figure 3: Structure chimique de quelques composés des huiles essentielles (Bakkali et al., 2008)

d) Flavonoides

Les flavonoides au sens large sont des pigments quasiment universels des végétaux
(Rice-Evans et al., 1996). Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs
classes de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les
flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les

aurones et les anthocyanes.

Ces diverses structures se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous
forme de glycosides. On les trouve, d’une maniére tres generale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles,

fleurs et fruits.

e Répartition :

Les flavonoides sont surtout abondants chez les plantes supérieures, particulierement
dans certaines familles : Polygonacees, Rutacées, Légumineuses, Ombelliferes et

Composées (Paris., 1980).
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La présence de flavonoides chez les algues n’a pas, a ce jour, ét¢ démontrée. S’ils
sont fréquents chez les Bryophytes (Mousses et Hepatiques), ce sont toujours
des flavonoides stricto sensu. Majoritairement des O et C-Hétérosides de flavones et

des dérives O-uroniques.

e Localisation :

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

jeunes feuilleset boutons floraux (Paris., 1980).

Les formes hétérosidiques des flavonoides, hydrosolubles, s’accumulent dans
des vacuoles et, selon les especes, se concentrent dans 1’épiderme des feuilles ou se
répartissent entre 1’épiderme et le mésophylle (mais ces deux tissus peuvent accumuler
spécifiqguement des substances différentes. Comme cela a été démontré chez certaines
Céréales, dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques
(Bruneton., 1999).

e Structure chimique et classification :

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune ce qui explique le fait
qu’ils possédent le méme squelette de base a quinze atomes de carbones, constitué de deux
unités romatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3. Ils peuvent étre
regroupés en plusieurs classes selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central
les hétérosides flavonoidiques, les anthocyanes, les isoflavonoides et les flavonoides au
sens strict comprenant les flavones, les flavonols, les dihydroflavonols, les flavanones ainsi

que les aurones et les chalcones (Bruneton, 1999).
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flavanone R3' flavone

flavanonol . flavonol R3'

flavan 3-ol isoflavone

Figure 2 : Structures des différentes classes de flavonoides (Bakkali et al., 2008)

e) Tanins

On appelle communément « Tanins » des substances d’origine végétale, non azotées,
de structure polyphénolique, soluble dans I’eau, 1’alcool, I’acétone, peu soluble dans
I’éther, de saveur astringente et ayant la propriété commune de tanner la peau, c’est-a-dire
de la rendre imputrescible et imperméable en se fixant sur les protéines. Leur poids
moléculaire varie de 500 a 3000. Dans les plantes, les tanins existent a 1’état de
complexes, les tannoides; certains combinés a des sucres sont dénommeés tanosides (Paris.,
1976).

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

a I’eau et imputrescibles (Paris., 1980).
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3) Activités biologiques des plantes
Les plantes, grace a leurs composés chimiques, sont douées d’activités biologiques
importantes dont 1’activité antioxydante ou anticancéreuse. Mais, d’autres activités sont

reconnues aux plantes ; activité antifongique, antivirale, insecticide, etc.

a) Activité antioxydant :

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire
les dommages causés par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de maintenir
au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS (reactive oxygen
species). Notre organisme réagit donc de fagcon constante a cette production permanente de
radicaux libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement

puissantes pour detoxifier la cellule (Favier., 2003).

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygeéne singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente,
réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier.,
2006).

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non
apparié. Cette propriété rend ces éléments trés réactifs du fait de la tendance de cet électron
a se ré- apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées
deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine

(Dacosta., 2003).

De nos jours, il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres,
ceci est d0 a leur réle dans des phénomenes aigus tels que le traumatisme et a leur
implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au vieillissement tels
que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la dégénérescence du

systéeme immunitaire (Guinebert et al., 2005).

b) Activité antiproliférative
Les plantes constituent un reservoir de molécules ayant une activité antimitotique
vis-a-vis des cellules eucaryotes, partant contre les cellules cancéreuses.

Pour la mise en évidence des antimitotiques plusieurs méthodes sont utilisées :
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-Test a la tubuline : basé sur I’inhibition de 1’assemblage de la tubuline en
microtubules ou sur I’inhibition de la désagrégation des microtubules.

-Test sur les oeufs d’oursin en division : il s’agit d’un test d’inhibition de division de
I’oeuf d’oursin. f

-Test sur les cultures cellulaires : il permet d’évaluer I’effet sur la croissance
cellulaire des extraits des plantes.

-La cytométrie de flux: analyse le cycle cellulaire. Elle permet de suivre
la distribution des cellules dans les différentes phases du cycle en fonction de divers

stimuli ou de 1’ajout de certaines drogues.

c) Activité anti-inflammatoire

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés
anti-inflammatoires. Sous I’action de la cyclooxygénase (CO) et la lipooxygénase (LO),
I’acide arachidonique se métabolise respectivement en prostaglandines, et leucotriénes
induisant ainsi des phénomenes inflammatoires. Les flavonoides inhibent la synthése
des eicosanoides par inhibition de 1’activité¢ de LO et CO, aussi ils provoquent 1’inhibition
de la peroxydation non enzymatique des acides gras poly insaturés nécessaires pour

I’activation de ces oxygénases ce qui provoque un effet anti-inflammatoire.

4) Le pouvoir antimicrobien des plantes médicinales :

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20eéme siecle pour que
les scientifiques commencent a s’y intéresser. Un grand nombre de plantes, aromatiques,
des plantes épices et autres, possédent des propriétés biologiques trés importantes, qui
trouvent des applications dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie,

cosmétologie et I’agriculture (Bahorun., 1997).

Les recherches actuelles sur les molécules antimicrobiennes d’origine naturelle se
concentrent principalement sur les plantes, car ils peuvent étre achetés plus facilement et
seront électionnés sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle (Yano et al.,
2006).

De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles puisque de
nombreux travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des plantes
médicinales (Cox et al., 2000 ; Dorman et al., 2000).
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Le mécanisme d’action de ces composés passe par la désorganisation de
la membrane plasmique, la formation des complexes avec la paroi, [’inhibition

des enzymes, I’interaction avec I’ADN (Cowan., 1999).

5) Utilisation de I’huile essentielle :

Les HE sont largement utilisés pour traiter certaines maladies internes et externes

(infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux).

Les huiles essentielles sont utilisées en médecine alternative depuis tres longtemps

pour leurs propriétés antimicrobiennes et notamment antifongiques (Giordani., 2006).

e Mode d’action :

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large due principalement a leur
grande affinité aux lipides membranaires grace a leur nature hydrophobe (Dorman., 2000).
Les composés terpéniques (les phénols et les aldéhydes) réagissent avec les enzymes
membranaires et dégradent la membranaire plasmique des levures (Knobloch et al, 1989).

En général les huiles essentielles empéchent la multiplication, la sporulation et
la synthése des toxines des bactéries. Sur les levures, elles agissent sur la biomasse et

la production du pseudomycélium. (Hulin et al., 1998).

L'action antifongique des huiles essentielles est due a une augmentation de la perméabilité
de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu
cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox et al., 2000).

L’efficacit¢ d’une HE dépend de sa richesse en composés phytochimiques, plus

I’H.E est riche en substances actives, p lus son activité est importante (Zhiri., 2006)
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1) Description générale sur I’espéce Candida albicans :

Le genre Candida apparait actuellement comme un groupe complexe, hétérogene des
levures. Une dizaine d’espéces sont habituellement rencontrées en pathologie,
principalement Candida albicans qui est en cause de 70- 80 % des cas et un moindre degré
Candida tropicalis, Candida pseudotropicalis, Candida krusie, Candida parapsilosis
(Bouchet et al., 1989).Candida albicans est une levure polymorphique commensale qui
peut entrainer des infections sévéres particulierement chez les patients immunodéprimés.
Ce champignon possede ou peut exprimer plusieurs facteurs de pathogénicité (Marot-
Leblond et al., 1993). En milieu hospitalier, la levure Candida albicans représente la
cause majeure des infections nosocomiales opportunistes d’origine mycosique (Raoult.,

1998).
2) Habitat :

Candida albicans se trouve dans les cavités naturelles de 1’homme, au niveau des
muqueuses de la cavité buccale, de ’intestin et du vagin (Salerno et al., 2011) et de
I’animal ou il vit de fagon normale et exclusive chez 15 a 30 % du sujet sain. Ainsi, on le
rencontre couramment dans le tube digestif ou il peut apparaitre dans les 24 heures suivant

la naissance. C’est un saprophyte exclusif des muqueuses (Bouchet et al., 1989).
3) Forme et morphologie :

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, aérobie, diploide, dont le
matériel génétique se répartit en huit chromosomes. Cette levure peut mesurer de 3 a 15um
(Kabha et al., 1995).

Candida albicans a une capacité de croitre sous des formes morphologique varies (figure
2) (Kumamoto. ,2005).

4) Reproduction :

Le mode de multiplication de C. albicans est principalement de type asexue. La
multiplication est assurée par bourgeonnement de la blastospore a un pdle particulier de la
cellule, donnant naissance, aprés division du noyau par simple mitose et septation de la
cellule, a une blastospore fille qui se dissocie ultérieurement de la blastospore mere
(Odds., 1979).
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Sous certaines conditions (température, pH, composition du milieu de culture), la
séparation ne se produit pas a la suite de la septation. Les cellules restent attachées les unes

aux autres et forment une chaine plus ou moins ramifiée appelée pseudomycélium.

Les conditions favorisant la formation de pseudomycélium favorisent également la
formation de mycélium vrai chez C. albicans. Ce deuxieme mode de multiplication
végetative consiste en une croissance apicale, conduisant tout d'abord a la formation d'un
tube germinatif puis d'un filament mycélien. Le filament mycélien se présente sous la
forme darticles cellulaires cylindriques et séparés par des cloisons ou septa incomplets
avec persistance d'un pore central assurant la continuité cytoplasmique (Odds, 1979.,
Staebell et al., 1985)

Chlamydospore Hyphe

Figure 4 : Différentes morphologies de C.albicans (Odds, 1979).

5) Caracteres biologiques et physiologiques de Candida albicans :
a) Caracteres biologiques :
e Milieu de vie : Toutes les especes du genre Candida sont aérobies.
e pH : La croissance est possible pour des pH allant de 3a 7.

e Température : la Croissance entre 20°C et 30° C pour la majorité des levures.
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b) Caractéres physiologiques :

Cette espéce possede la propriété de fermenter le glucose et le maltose, mais pas le lactose,
ni le raffinose, ni le saccharose (Dupont., 1985).

Elle est incapable de réduire les sels de tétrazolium et de les transformer en un composé
coloré (la colonie restera blanche). C. albicans n'élabore pas d'uréase, elle produit une
protéase kératolytique, capable de digérer la couche cornée de I'épiderme, d'ou la
pathogeénicité du champignon lorsqu'il est présent a la surface de la peau (Segretain el al.,
1987).

6) Milieux de culture :
C. albicans peut croitre sur des milieux tels que Sabouraud, RAT (Rice Agat Tween), RA
(Rice Agar) (Vaubour, 2007), milieu P.C.B a base de pomme de terre, carotte, bile.

Un antibiotiqgue comme le chloramphénicol doit étre additionné au milieu de culture pour

éviter la croissance des bactéries et une contamination par ces derniéres (Raoult., 1998).
7) Systématique : (Errol et al., 2011)

Régne : Eumycota

Phylum : Ascomycota

Sous embranchement : Saccharomycota

Classe : Saccharomyceétes

Famille : Saccharomycetaceae

Genre : Candida

Espeéce : Candida albicans
8) Pathogénicité et Facteurs de virulence :

La pathogénicité du C.albicans est largement associée a sa capacité d'adaptation a

I'environnement, qui est aussi liée a sa variabilité structurale.
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De nombreux facteurs permettent a C.albicans d’étre virulente :

e Ledimorphisme : elle est capable d’échanger entre deux morphologies principales
cellule blastopore de levure et des cellules hyphes (Walther., 2008).

e L'adhérence a I'hdte : elle peut se faire au niveau des muqueuses (adhésines)
(Hoyer et al., 1998). Elle peut se faire aussi a partir de la formation de biolfilm a
I’occasion d’un traumatisme de facon iatrogene ou chirurgicale par I’introduction
de matieres plastiques telles que les cathéters et les sondes urinaires.

e Sécrétion d'enzymes : la sécrétion d’enzyme hydrolytique au cours de I’infection
favorise la virulence en dégradant les surfaces des muqueuses de I’hote ainsi que
ses défenses immunitaires (Schaller et al., 2005). Ces enzymes sont des aspartyl
protéinases (Saps) (Monod., 2002), des phospholipases (Ghannoum., 2000) et des
lipases (Fu et al., 1997).

Ces facteurs permettent 1’invasion et I’autodéfense contre 1’hote et contre les autres

processus pathogenes (Brown et al., 2006).
9) Les infections :

C.albicans est responsable d’infections qui par leurs gravité, se situent au premier rang des

infections fongiques (Samaranayake et al., 2002).

C.albicans est une levure commensale présente principalement dans le tube digestif, la
sphere oropharyngée et dans le tractus génito-urinaire chez 50 & 70 % des sujets sains
(Ruhnke., 2002).

C.albicans est de loin I’espece la plus fréquemment impliquée en pathologie humaine quel

que soit le type d’infection considérée (Develoux., 2005).
a) Les candidoses :

Les candidoses sont des affections fongiques ubiquitaire et extrémement répandues. Elles
sont communes a ’homme et a certains animaux et sont associées a une augmentation du

cout de la prise en charge hospitaliére, de la durée d’hospitalisation et de la mortalité

(Zaoutis et al., 2005).
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Il existe différents types de candidose : les candidoses digestives, qui regroupent les
candidoses buccales, oropharyngées, oesophagiennes et gastro-intestinales, les candidoses
vaginales, les candidoses cutanées et les onychomycoses (pathologies de 1’ongle) (Odds,

1987).
b) Les infections nosocomiales :

C. albicans est la quatrieme cause des septicémies nosocomiales (Pfaller., 2007), avec un
taux de mortalité allant de 37 a 44 % chez les patients immunodéprimes (Moran et al.,
2010).

10) Les molécules antifongiques :

Les antifongiques comprennent un groupe important et diversifié de médicaments utilisés
pour traiter les infections fongiques. Les antifongiques doivent pénétrer dans la cellule
fongique intacte et se fixent sur ses cibles pour perturber le fonctionnement cellulaire et
parvenir a un effet fongistatique (Ghannoum., 1999). Leur mécanisme d’action varie, ils
inhibent la membrane fongique et la synthése de la paroi cellulaire, la synthése de 1’acide
nucléique, les microtubules et inhibent aussi les altérations des membranes fongiques)
(Niimi et al., 2010).

Les composeés antifongiques utilisés actuellement peuvent étre divisés en 5 groupes selon
leur mode d’action les polyénes, les échinocandines, les azolés, les fluoro-cytosines, les
allylamines, les deux premiéres sont issues de produits naturels tandis que les trois autres
sont synthétiques. (Odds et al., 2003)

a) Les polyenes :

Les polyenes sont des antifongiques naturels produits a partir d'extrait de culture

d’actinomycetes (Hatnilton., 1973).

Les polyenes agissent en formant un complexe insoluble avec un stérol membranaire, et
plus précisément avec l'ergostérol. En effet, les polyénes ont une tres forte affinité avec
I'ergostérol, constituant majeur de la membrane cellulaire fongique (Brajtburg et al.,
1996).

Le plus utilisée est Amphotericine B.
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b) Les échinocandines

Les échinocandines sont des métabolites fongiques secondaires. Elles sont constituées d'un
hexapeptide cyclique avec des chaines aliphatiques de différentes tailles (Turner et al.,
1997).

Les échinocandines se différencient des autres antifongiques par leur mode d'action

original. En effet, elles inhibent la synthése de la paroi fongique (Odds, 2003).
c) Les dérivés azolés :

Il s'agit de molécules de synthese issues de la modification du noyau azolé. Ce groupe
d’antifongiques a en commun un noyau azol¢ contenant deux atomes d'azote (imidazol¢)

ou trois atomes d'azote (triazolé) (Odds et al., 2003).
e Le kétoconazole :

Le kétoconazole est un antifongique imidazole caractérisé par la présence d’un noyau azolé
(Figure 5), il est lipophile, pratiquement insoluble dans 1’eau (Winnicka et al., 2012),
soluble dans les solvants organiques comme 1’éthanol, DMSO, DMF(dimethyl formamide)

(Rotstein., 1992) . Sa formule chimique est : C26H28CL2N404 (Waugh., 2008).

o o _ —
' | FI\ W A ?
ot—o—{ N N—C—CHy

Y/ NS

Eghornrazola

Figure 5: Structure du Kétoconazole (Perry et al., 2003)

Le kétoconazole est I’un des antifongiques administré par voie orale dans le traitement des
infections superficielles et profonds (Sugar et al. 1987), il est utilisé aussi par voie

topique.
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L’efficacité du kétoconazole est limitée dans le traitement de la méningite et faible pour les

patients immunodéprimées (Odds., 2003).
e Mécanisme d’action :

Il bloque I’activité d’enzyme lanostérol 14 a-demethylase (cytochrome). Il inhibe la
biosynthése du 1’ergostérol qu’est nécessaire a la formation de la membrane fongique
(Odds., 2003).

Le kétoconazole inhibe la transformation du C. albicans de la forme blastospore a la forme
mycélienne (Gil et al., 1994).

11) Résistance de Candida albicans aux antifongiques :

C. albicans peut résister au antifongique soit par une surproduction de la cible cellulaire de
I’antifongique (diminution de son affinité), certaines mutations ponctuelles aboutit la

résistance aux antifongique azolées (Mallory., 2012).

Soit par des pompes a efflux actif de I’antifongique. Les principales familles de
transporteurs qui sont impliquées dans la résistance aux azoles chez les levures, il y a les
transporteurs de type MF (Major Facilatator), codé par le géne MDR1 chez C. albicans et
les transporteurs de type ABC (ATP-Binding Casette), codé par le gene CDR1 et CDR2
chez C. albicans. (Coste et al., 2007).

C. albicans est résistant aux échinocandines (Niimi et al., 2010), aux azolés (Coste et al.,
2007), au terbinafine (Ghannoum., 1999).

12) Généralité sur les antibiotiques :
a) Mode d'action des antibiotiques :

Les antibiotiques agissent habituellement soit comme bactéricides (ils tuent les bactéries)
soit comme bactérlostatiques (ils inhibent la croissance bactérienne et détruisent les
bactéries). Par exemple, une béta-lactamine est bactéricide parce qu'elle inhibe la synthése
de la paroi bactérienne (Niimi et al., 2010). Sans cette paroi, la bactérie meurt. D'autres
antibiotiques interférent avec les processus chimiques internes de la cellule, ce qui entraine
la mort de la bactérie. Les nouveaux types d'antibiotiques, comme les quinolones,

provoquent le déroulement de I'ADN de la bactérie en interférant avec une enzyme
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bactérienne qui permet a la longue a la molécule d’ADN de se loger dans une petite cellule
(Mallory., 2012).

En conséquence, la bactérie ne pouvant pas se diviser ou produire les enzymes nécessaires

a son activité normale, meurt.
b) Le mécanisme de résistance aux antibiotiques :

Quelques bactéries sont naturellement résistantes a certains antibiotiques. Mais la
résistance est souvent acquise. Les bactéries deviennent résistantes par I'incorporation dans
leurs genes d'un "facteur résistant™ qui rend les antibiotiques inefficaces. Cette résistance
peut étre transmise rapidement a d'autres bactéries par I'intermédiaire de petits fragments
de matériel génétique, appelés plasmides. Les génes résistants peuvent parfois étre
englobés dans les unités d'ADN appelées transposons qui leur permettent de sauter d'un
site d'ADN a un autre.

La multi résistance, grace a laquelle des bactéries résistent a différents antibiotiques, est
transmissible d'une espéce a l'autre. Les changements dans la cellule de la bactérie qui
affectent la réceptivité a I'antibiotique ; des modifications de la paroi cellulaire qui font que
cette paroi est plus difficilement attaquée par I'antibiotique. Une augmentation de la vitesse
d'absorption dans la cellule ou de décharge hors de la cellule, ce qui limite le temps de
présence de l'antibiotique et sa concentration dans la cellule, ou la production d'enzymes
qui rendent I'antibiotique inefficace.
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1) Matériel végetal et site de prélevement :

Le matériel végétal choisi est constitué de feuilles de Marrubium vulgare puisque
c’est a leur niveau que se trouve la majorité des principales substances actives. Les feuilles
de Marrubium vulgare ont été récoltées en Février 2019 dans la commune de Béni Saf, qui
se situe a l'ouest de la wilaya d'Ain Témouchent, a environ 30 km a l'ouest d'Ain

Témouchent et 120 km au sud-ouest d'Oran.

Les coordonnées géographique de la commune de beni saf (35° 18’ 08" nord,
1° 23" 01" ouest) avec une latitude: 35.3021, Longitude: -1.38367 avec une altitude de
25m.
Les feuilles du Marrubium vulgare ont été séchées a ’air libre et a I’abri de la lumiére et
de ’humidité. Le matériel végétal préparé soumis a des extractions afin d’extraire les
différentes classes de composés chimiques contenues dans la plante, pour des tests

phytochimiques et biologiques.

Figure 7 : Localisation du site de prélevement du Marrubium vulgare dans la wilaya d'Ain
Témouchent (https://fr.wikipedia.org/wiki/Béni_Saf)
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2) Préparation des extraits :

Dans cette partie de travail, nous avons tenté d’extraire les composés phénoliques par
maceration en présence des mélanges méthanol, acétate d’éthyle, chloroforme, et I’éther de
pétrole.

a) Extraction par macération :

Une quantité de 20 g du matériel végétal séché est mise en contact avec 200 ml de
méthanol. La préparation est laissée macérée sous agitation a température ambiante
pendant 24 h. a I’abri de la lumiére. Apres filtration, avec papier (Wattman n°1), 1’extrait
est évaporé a sec a 50°C avec un rota vapeur. Le résidu sec est conservé a 4°C jusqu’a
utilisation.

La macération des autres solvants a été réalisée avec un volume de 100ml et une

quantité de10g de matériel végétal.

| Phase aqueuse |

I Affrontement par éther de pétrole I

Phase aqueuse
(polyphénols et flavonoides)

Extraction des flavonoides Evaporation
(50 mi) (le reste de la phase aqueuse)

— Ether diéthylique
— Acétate d'éthyle
— n-butanol

IAcﬁvité antibactérienne I

|Mlso on évidence | .

Figure 8 : Etapes d’extraction des flavonoides (Rihane et Benlahreche., 2013)
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Feuilles de
Marrubium vulagre

séchées

e 20g de poudre végétale

Agitation,
T°ambiante et sous
I'obscurité

éther de pétrole, chloroforme et acétate
d'éthyl) respectivement pendant 24h

D £

Macra épuisé et
récupération du

solvant

e évaporation du solvant a
I'aide d'un rotavapeur a T°37
C

e Macération dans 200ml du solvant (méthanol,}

V.

calcul de rendement

e Récupération des extrait secs
conservation a I'obscuritée a T
4°C

Figure 9 : Protocole d’éxtration des composées phénoliques de Marrubium vulgare

(Diallo et al., 2004 ; Falleh et al.,2008)
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b) Rendements des extraits secs :

Nous pouvons déterminer le rendement en extrait sec en calculant le rapport suivant :

P 2
R(%) = T X 100

P1 : poids du ballon apres évaporation (Q) ;
P2 : poids du ballon avant évaporation (g) ;

P3: poids de la matiére végétale (g).

3) Testes biochimiques préliminaires :

a)  Recherche des saponines :
Dans un tube a essai, introduire 2ml de I’extrait a analyser, ajouter 2ml d’eau distillée
chaude, agiter pendant 15secondes et laisser le mélange au repos pendant

15min. Une hauteur supérieure a 1 cm d’un mousse indique la présence de saponines.

b) Recherche des tanins :
A 1 mL de d’extrait est ajouté 250 puL de FeCI3 (1%). La présence des tanins est indiquée
par une coloration verdatre (tanins catéchiques) ou bleu-noiratre (tanins galliques)
(Karumi et al., 2004).

c) Recherche quinones libres :
A 1 mL d’extrait est ajouté 0,1 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) & 10 %.
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des

quinones libres (Oloyede., 2005).

d) Recherche anthocyanes
A 1 mL de I’extrait est ajout¢ 1 mL d’HCI (2N). Si la coloration s’accentue par
acidification, puis vire au bleu-violacée par addition d’ammoniac, cela indique la présence

des anthocyanes (Debrayb et al., 1971).

e) Recherche des flavonoides :
A 1 ml d’extrait est ajouté 1 ml d’HCI concentré puis 3 coupeaux de tournures de
magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur

rouge, rose ou orange (Karumi et al. 2004).
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f) Recherche alcaloides

Dans deux tubes contenant 2 ml d’extrait, nous avons ajouté 0,5 mL de réactif de Mayer
dans le premier tube et 0,5 ml de réactif de Wagner dans le second. L’apparition d’un
précipité blanc ou marron respectivement indique la présence des alcaloides (Mojabe et
al., 2003).

g) Recherche des Terpénes et des Stérols

5 g de la poudre sont macérés dans 20 ml d'éther de pétrole, Apres filtration, la phase
organique est évaporée. Le résidu est dissout dans 0.5 ml d'acide acétique (CH;COOH) en
ajoutant 1 ml d'Acide Sulfurique (H2SO4) concentré, dans la zone de contact entre les deux
liquides. S’il y a apparition d’un cercle violé ou marron devenant gris par la suite, ceci

indique la présence des terpénes et stérols.

h) Recherche des Cardinolides
On réalisé la macération de la drogue pulvérisée (1g) dans de I’eau distillée (20 ml),
pendant 3h, aprés filtration du macérat, on préleve 10 ml auxquels on ajoute 10 ml du
mélange de la solution Chloroforme (CHCIs3), Ethanol (C2HsOH). L’évaporation de la
phase organique dans un bain a une 0°C de 90°C. Le précipité est ensuite dissout dans 3 ml
de I’acide acétique glacial (CH3COOH), enfin, on ajoute quelques gouttes de Chlorure
Ferrique (FeCls) puis 1 ml d'H2SOa4 concentré sur les parois de tube. L'apparition d'une

couleur verte bleue dans la phase acide indique la présence des Cardinolides.

i) Recherche antraquinones libres : Réaction de Borntrager
Dans un tube a essai, ajouter a Sml de ’extrait, 2,5ml de NH4sOH a 20% puis agiter.

Une coloration plus ou moins rouge indique la présence d’antraquinones libres.

4) Etude de P’activité antifongique :

a) Souches fongiques testees :

Dans notre travail, nous avons isolés deux 2souches C. albicans ATCC 10231 isolé de
I’institut Pasteur Alger, et C.albicans isolé du laboratoire d’analyse de 1’hopital de

Mostaganem.

32



Chapitre 3 : Matériel et méthodes

Ces espéces bactériennes ont été choisi parce qu’elles représentent les espéces a Gram
positif et a Gram négatif les plus communes, responsables d’infections nosocomiales et
résistantes aux antibiotiques. (sont des levures- parmi les champignons qu’ils n’ont pas de

Gram- ne sont pas des bactéries)

b) Les milieux de cultures utilisés :
e Boillon nutritif :

e Milieu PDA

o Gélose Mueller-Hinton

e Milieu gélose Sabouraud

c) Préparation de I’inoculum :

Chaque espece est ensemencée au préalable sur une gélose nutritive, pour obtenir une
culture de 18 a 24 h. Ensuite, 4 a 5 colonies bactériennes bien isolées sont mises en
suspension dans un bouillon nutritif (ou en eau physiologique a 0,9 % NaCl). Puis cette
suspension est ajustée au standard Mc Farland 0,5 a I’aide d’un spectrophotométre,
correspondant a une densité optique DO entre 0,12 & 0,15 lue a 530 nm, ce qui correspond
a une suspension contenant environ 108 UFC/ ml (CA-SFM, 2013).

Figure 10 : activation de la souche Candida sur milieu solide avant incubation a 37°C.
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5)

Test d’activité antifongique :

Couler dans les boites de pétri une quantité de gélose nutritive équivalente a 13 ou
15ml;

Laisser les boites entrouvertes devant la flamme jusqu’a compléte solidification,
Déposer quelques gouttes de la suspension bactrienne (inoculum) sur la surface de
la gélose, puis étaler a 1’aide écouvillon.

S’assurer que la surface de la gélose est bien séchée,

Déposer a l'aide d'une pince stérile 8 disques (2 pour chaque extrait), imprégnés
d’extrait végétal 50pul, sur la surface de la gélose, milieu PDA et Sabouraud
respectivement.

Placer les boites de pétri a basse température (+4°C) pendent 15 a 30mn afin de
permettre aux extraits de diffuser dans la gélose avant que les bactéries ne
commencent & se multiplier.

Retirer les boites du réfrigérateur et les placer a I’étuve, a la température optimale
de croissance du germe a étudier (37 °C) pendent 24 h. Les boites doivent étre

placées couvercle en bas.

La lecture des résultats se fait par la mesure, a I’aide d’une régle graduée, du diamétre de

la zone d’inhibition formée autour du disque, en prenant la moyenne des trois essais

effectués (Gulluce et al., 2007).

Apres 24 heures d’incubation, mesurer a I’aide d’une régle graduée le diametre

d’inhibition des bactéries auteur des disques. Le diamétre (mm) de la zone entourant le

disque est proportionnel a la sensibilité du germe étudié.
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Figure 22 : Méthodes de diffusion de disques sur les trois milieux de culture.
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CHAPITRE 4 :

1) Rendement de I’extrait :

Les extraits bruts isolés ont été quantifiés selon la formule :

R : rendement

PEB

PEB : poids de ’extrait brut choisi (g)
PMV : poids de matiére végétale (g)

R%=WX1OO

Résultats et discussion

Les valeurs obtenues sont représentées dans le tableau suivant (Tableau 1) :

_ Extrait ) Extrait
Extrait de . Extrait de .
) éther de acetate
méthanol . chloroforme
pétrole d’éthyle
Poids de I’extrait (g) 5,32 1,81 1,37 1,4
Pourcentage de I’extrait
26 ,6 18,1 13,7 14
(%)

Tableau 1 : Pourcentage des extraits bruts des feuilles de Marrubium vulgare.

5.32

5

4

3

H Poids de I'extrait (g)
5 1.81
1.37 1.4
1 l l
0

Extrait acétate
d’éthyle

Extrait de
chloroforme

Extrait éther de
pétrole

Extrait de
méthanol

Figure 16 : Poids des extraits du Marrubium volgare exprimés en (g)
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30 .
20.0
25
20 H Extrait de méthanol
15 l 13.7 14 Extrait éther de pétrole
H Extrait de chloroforme

10 M Extrait acétate d’éthyle

5

0

Rendement de I'extrait (%)

Figure 17 : Rendement d’extraction par macération avec différents solvant (%)

D’apres la figure (16), nous remarquons que le rendement en concréte pour la plante
varie selon la nature du solvant.
La préparation de I’extrait méthanoique de la drogue a donné un rendement de

I’ordre de 5,32 g, ce qui correspond a un pourcentage de 26,6 %.

D’une maniére générale, les teneurs en extraits secs varient en fonction
des parametres de I’extraction solide-liquide des poly phénols, le solvant d’extraction,
la taille des particules et le coefficient de diffusion de solvant. En plus de ces aspects
quantitatives, quelque soit la méthode d’extraction appliquée, elle doit tenir compte de

la qualité d’extrait, autrement dit de la bio activité de ces principes actifs.

Un rendement de 39,2 7 de I’extrait méthanolique a été obtenu a partir de la partie
acrienne de la méme espéce lors d’une étude entreprise par Kanyonga et al.; 2011). C’est
un pourcentage nettement supérieur a celui obtenu dans notre cas (26,6%, 18,1%, 13,7%,
14% pour [Dextrait méthanol, éther de pétrole, chloroforme et I’acétate d’éthyle
respectivement). Ceci pourrait étre du a la technique utilisée par I’auteur (extraction par
soxhlet) et sous une température de 70 °C), ce qui n’est pas le cas dans notre étude ou
I’extraction est réalisée a froid par simple macération.

L’extraction de la maticre végétale par I’éther de pétrole ainsi que le solvant
chloroforme a donné un rendement de 1,81g et 1,379, qui donne un pourcentage 18,1% et
13,7% respectivement.
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Les travaux réalisés par (Bendriss., 2003) sur I’extraction par macération du
Marrubium vulgare par les solvants éther de pétrole et le Chloroforme ont atteint un
rendement de 13,57% et 12,36%, un rendement pas loin des résultats obtenu aprées notre
extraction.

Notre étude a donné un rendement d’ordre de 1,4g qui correspond un pourcentage de
14%, une autre expérience d’extraction par macération du Marrubium vulgare par
le solvant acétone a donné un rendement de 19% (Kasmi., 2016), un résultat bien proche
de nos calculs faites aprés extraction par macération.

Cette variabilité en composés phénoliques entre les différents extraits des plantes
étudiées est due probablement a la nature des substances phénoliques contenues dans
chaque extrait brut, de leur solubilité d’une part, d’autre part, de méthode d’extraction, de

solvant utilisé et de leur polarité.

Selon (Bruneton., 2009), I’extraction des tanins est en régle générale, réalisée par
un mélange d’eau et d’acétone ce qui explique nos résultats. Alors que, 1’extraction a
reflux permet d’extraire le maximum de polyphénols.

Dans la présente étude, la méthode de macération sous agitation permet d’accélérer
le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec 1’extrait tout
en préservant la bio activité de ses constituants. De méme, le déroulement de cette
extraction a température ambiante ainsi que I’épuisement du solvant a pression réduite
permet d’obtenir le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou
modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes

d’extraction.

Counet et Collin (2003) ont montré qu’un mélange acétone/ eau était optimal pour
I’extraction des flavonoides. Pour les anthocyanidines, le méthanol acidifié (17 HCI) et
I’acétone aqueux (70 :30 ; v/v) sont les solvants les plus fréquemment utilisés (Collin et
Crouzet., 2011).

L’utilisation de mélange eau/Méthanol (50/50) est parfois préalable afin de permettre
une extraction appropriée de glycosides. En effet, des études ont indiqué qu’un rapport de
707 de méthanol est utilisé généralement dans I’extraction des flavonoides, des acides

phénols et leurs dérivés (Tabart et al., 2007 ; Al-Farsi, 2008).
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Cependant, la solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique
dans la plante, qui varie de composés simples a fortement polymérisés. Cette diversité
structurale est responsable de la grande variabilité des propriétés physico-chimiques
influencant I'extraction des polyphénols. Entre autre, la solubilit¢ des composés
phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé. Par conséquent, il est trés difficile
de développer un procédé d'extraction approprié a l'extraction de tous les composés

phénoliques de la plante (Mahmoudi et al., 2013).

Il est & noter ainsi que cette variabilité des teneurs en composés phénoliques est
influencée par la composition phénolique des extraits (Hayouni et al., 2007), aux facteurs
génotypiques (EI-Waziry., 2007), les conditions biotiques et abiotiques (Ksouri et al.,
2008), la nature du sol et le type du microclimat et aussi des étages bioclimatiques ou

poussent ces plantes (Atmani et al., 2009).

2) Résultats de I’étude phyto-chimique :

Les résultats de la mise en évidence des métabolites secondaires sont mentionnés dans le
Tableau 2.

Tableau 2 : La mise en évidence des métabolites secondaire au niveau des feuilles du
Marrubium vulgare L.

Principes actifs Présence
Saponines (+)
Tanins catéchiques (+)
Tanins galliques )
Anthocyanes (+)
Leuco-anthocyanes ()
Flavonoides (+)
Alcaloides )
Terpeénes et stérols (+)
Cardinolides )

(+) Présence (-) Absence
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a) Recherches des saponosides :

La mousse persistante est proche de 1cm dans le 7eme tube alors :
I=9cm x 5/0,07 I=642,8

L’indice est supérieur de 100 ce qui confirme la présence des saponosides.

Figure 10 : La mise en évidence des saponosides.
b) Recherche des terpénes et stérols :

Figure 11 : Exemple de deux tests réalisés sur la mise en évidence des terpenes et stérols
et des tanins catéchiques.

c) Recherche des anthocyanes :

Le changement de la couleur indique la présence des anthocyanes.
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Figure 12 : Présence des anthocyanes aprés le changement de couleur

d) Recherche des cardinolides

_— ———

eSS —

Figure 13 : L’absence des cardinolides.

e) Recherche des flavonoides :

Figure 14 : La présence de la couleur jaune claire dans la partie supérieure du tube indique
la présence des flavonoides.
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f) Recherche des alcaloides :

L’analyse phytochimique qualitative des extraits bruts de la partie aérienne de M.vulgare, a
révélé la présence des saponosides comme constituants majoritaires, aussi bien des
flavonoides, des tanins, des terpénoides et des sucres réducteurs.

Par contre, les tests de recherche, des anthocyanes, des coumarines, des alcaloides et des
anthraquinones ont été negatifs sur nos extraits. Ce ci a été démontré dans les travaux de
(Azzi et al.,2014), qui révelent la présence des flavonoides, des tanins, des coumarines, des
saponosides, des terpénoides, et des sucres réducteurs. Ces différences de composition
phytochimique ne sont que le reflet de I’influence des facteurs biotiques et abiotiques sur la
synthese des métabolites secondaires par les plantes. En effet, il existe plusieurs facteurs
externes pouvant influencer la composition chimique des métabolites secondaires : le sol,

la température, et la lumiere (Bourgaud., 2012).

Figure 15 : Absence des alcaloides.

3) Etude de P’activité antifongique :
a) Aspect des colonies :

L’aspect macroscopique de C.albicans présente des colonies blanches a creme, lisses et
crémeuses.
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Figure 20 : aspect des colonies

b) Observation microscopique :
Candida albicans est sous forme de blastopore qui représente des petites cellules ovoides ;

et chlamydospore qui est caractériser par des structures terminales ou latérales arrondies.

Figure 21 : Observation microscopique du Candida albicans sous un microscope optique

de grossissement x40.
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Les résultats obtenus apres incubation a 37°C durant 24h, on mesure la zone d’inhibition

de chaque disque a 1’aide d’une régle graduée pour chaque milieu de culture et différents

extraits, les résultats sont enregistrés dans les tableaux suivants :

Tableau 3 : Activité antifongique des extraits du Marrubium vulgarea sur milieu Muller-

Hinton
C.albicans C. albicans ATCC 10231
Extrait méthanol 00 00
Extrait éther de pétrole 07,5 08
Extrait chloroforme 08 07
Extrait Acétate d’éthyle 07,5 07,5

Tableau 4 : Activité antifongique des extraits du Marrubium vulgarea sur milieu PDA

C.albicans C. albicans ATCC 10231
Extrait méthanol 00 00
Extrait éther de pétrole 10 12
Extrait chloroforme 09,5 10
Extrait Acétate d’éthyle 08 07,5

Tableau 5 : Activité antifongique des extraits du Marrubium vulgarea sur milieu

Sabouraud
C.albicans C. albicans ATCC 10231
Extrait méthanol 08 00
Extrait éther de pétrole 10,5 09,5
Extrait chloroforme 09,5 09
Extrait Acétate d’éthyle 07,5 06
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Figure 25 : Observation macroscopigue des zones d’inhibition sur les deux souches
C.albicans et C.albicans ATTC

Des zones d'inhibition plus importantes comprises entre 07 et 08 mm sur milieu MH
et 07,5 al2 sur milieu PDA et des zones d’inhibition entre 06mm al0, 5 mm ont été

enregistrées sur milieu Sabouraud pour la souche C.albicans.

Globalement, 1’extrait tannique des feuilles de 1’espéce végétale Marrubium vulgare
semblent étre plus efficace que 1’extrait flavonoidique envers les souches fongiques testées.
Les diamétres des zones d’inhibition des tanins sur les trois milieux de culture sont plus
élevés que ceux obtenus avec les flavonoides. Les zones d’inhibitions sont comprises entre

07 et 12 mm contre 0 et 8 mm pour les flavonoides.

Les résultats obtenus confirment une fois de plus ’efficacité des extraits des plantes
médicinales et leur pouvoir antiseptique qui vient rivaliser celui des antibiotiques. De
nombreux travaux soulignent cet effet antibactérien des principes actifs naturel.

Du fait que la principale cible de ces composés naturels est la membrane bactérienne,
I’activité antibactérienne des substances naturelles s’explique par la lyse de
ces membranes.

Les huiles essentielles, flavonoides, alcaloides voire méme les tanins pourraient

induire une fuite d’ions potassium au niveau de la membrane et par voie de conséquences
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des Iésions irréversibles au niveau de cette membrane. Cette perméabilité au potassium est
un effet précurseur de leur mort (Rhayour., 2002).

Les recherches réalisées sur [’activit¢ antifongique des extraits naturels isolés
des plantes, sont relativement peu nombreuses, notamment vis-a-vis de la plupart des
souches telles que Candida albicans, nos résultats confirment I’efficience des extraits du

genre Marrubium et viennent appuyer les résultats publiés par (Kanyonga et al., 2011).

Les recherches réalisées sur [’activit¢ antifongique des extraits naturels isolés
des plantes, sont relativement peu nombreuses, nos résultats confirment 1’efficience
des extraits du genre Marrubium et viennent appuyer les résultats publiés par (Kanyonga
et al., 2011),(Khalil et al., 2009).

Cette variabilité des résultats de 1’activité biologique des extraits végétaux peut
dépendre du contenu en composés polyphénoliques. Les mécanismes d’action
des composés naturels sont expliqués de difféerente maniére selon les auteurs. Selon
(Chabot et al., 1992), I’activité antimicrobienne est liée a la polarité des substances
bioactives. Les composés les moins polaires comme les flavonoides n’ayant pas de
groupement hydroxyle OH sur leur cycle B sont plus actifs vis-a-vis des agents microbiens

que ceux portant le groupement hydroxyle.

D’autre part, (Mori et al., 1987) ont trouvé que les flavonoides trihydroxylés 3°,4°,5’
sur le cycle B et substitués 3-OH sont nécessaires pour I’activité antimicrobienne.
Les travaux antérieurs de (Sarker et al., 2005), montrent également que 1’effet d’un extrait
est probablement due a la synergie entre le nombre de composants, qui, lorsqu’ils sont
séparés deviennent inactifs individuellement. Ceci est interprété par le fait que les plantes
produisent une variété énorme de petites molécules antibiotiques ayant un large spectre de
structures telles que les térpénoides, les glycostéroides, les flavonoides et les polyphénols
(Seidel., 2005). Cependant, la plupart de ces petites molécules ont une faible activité
antibiotique par rapport aux antibiotiques communs produits par les bactéries et
les champignons. Si I’on se référe aux études de (Moussaid et al., 2012), ’activité des
principes actifs serait liée aux conditions de séchage et de broyage de la plante. D’autre
part, Il semble également que le broyage avec nitrogéne liquide soit recommandé, car

le broyage est aussi a I’origine de la génération de la chaleur responsable de la perte
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des molécules volatiles ainsi que la décomposition et 1’oxydation des molécules
thermolabiles (Jones., 2005).

48



Chapitre 4:
Conclusion



Au terme de ce modeste travail, nous pouvons conclure que les extraits de la plante
étudiée, a savoir le Marrubium Vulgare a montré une certaine activité antifongique vis-a-

vis la levure Candida albicans.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence différentes familles de composés
chimiques dans les différents extraits bruts de 1’espéce végétale étudiée, Marrubium
vulgare. Dans notre cas, les flavonoides n’exercent qu’une activité faible voire a modérée
sur Candida albicans par rapport aux tanins qui exercent un fort pouvoir fongique vis-a-vis
Candida.

L’extraction par éther de pétrole nous a permit de distinguer un effet efficace comme

étant un solvant organique.

On peut conclure aussi que les extraits de plante par chloroforme, acétate d’éthyle et
méthanol, ont une activité importante, ceci pourrait signifier que la composition du solvant

influe I’extraction des principes actifs ce qui répercute sur 1’effet des extraits sur la levure.

Il faut noter que ce travail reste a compléter par une étude biochimique (dosage
des principes actifs et chromatographie), afin de déterminer avec plus de précision les

principes actifs de cette plante.

Nos résultats confirment que les extraits de Marrubium vulgare pourraient
probablement rivaliser les produits chimiques synthétiques et les antibiotiques qui sont
utilisés dans les traitements des maladies infectieuses. Ces tests contribuent a la validation

scientifique de I’usage traditionnel massif, de cette espéce, par les populations.

Il serait également intéressant de tester son effet sur d’autres germes responsables
des infections chez I’homme. Cette plante, tres utilisée par nos populations, sera mieux
commue et de la mieux valorisée dans le cadre de la pharmacopée, et pour mieux utiliser
notre patrimoine végétal et aussi pour éviter I'usage abusif des drogues chimiques qui ont

leurs effets négatifs.
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Annexes :

Principaux Milieux de culture (Composants g/ litre)

Bouillon nutritif :

Muller Hinton :

Peptone.....ecccieieee e 10g Extrait de viande: .......c.ccccennnnee. 3g
Extrait de levure.......cococecvveeeecieeeeens 3g Peptone de caséine.................. 175¢
Extrait de viande........cccceveeeecieeeennnen. 3g Amidon: ... 15¢g
Le chlorure de sodium...........cccc........ 5g AZar: e 16g
pH:7,4 pH:7,4
PDA Sabouraud :
GlUCOSE ..o 20g Peptone.....ccccviveveeveeene. 10g
Al 15g GlUCOSE v 20g
Extrait de pomme de terre .............1000ml 1 15¢g

pH:5,6

pH:5.7 £0.2
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