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Résumé

Malva sylvestris et Marrubium vulgare sont des plantes médicinales trés utilisées
depuis longtemps pour leurs propriétés thérapeutiques contre diverses pathologies. La présente
étude vise a analyser le pouvoir antimicrobien et antioxydant ainsi que le screening
phythochimique de I’extrait hydroéthanolique de ces plantes. Le screening phytochimique a
montré la richesse de I’extrait hydroéthanolique de la plante Marrubium vulgare en
metabolites secondaires en comparaison avec I’extrait hydroéthanolique de Malva sylvestris
I’estimation quantitative par dosages colorimétriques des polyphénols totaux et des
flavonoides a indiqué que les extraits sont caractérisés par des teneurs remarquablement
élevées (104,49 = 0,05mg EAG / mg d’extrait; 18,05 + 0,04EQ / mg d’extrait) pour
M.sylvestris et (102,2 = 0,11mg EAG / mg d’extrait; 10,05 + 0,02EQ / mg d’extrait) pour
M.vulgare. L’évaluation de l'activité antioxydante des extraits par le test DPPH a présente des
pourcentages d’inhibition élevés. La méthode de diffusion sur milieu gélosé (MH pour les
bactéries et PDA pour le champignon) est utilisée pour évaluer I’activité antimicrobienne vis-
a-vis six souches bactériennes et un champignon et les résultats ont révélé I’effet inhibiteur de
I’extrait de M.sylvestris contre Pseudomonas aeruginosaATCC27853 et Klebseilla
pneumoniae ATCC4352 et de I’extrait de Marrubium vulgare contre Staphylococcus clinique

et Bacillus cereusATCC11778. Cependantils se sont révélés inactifs contre Aspergillus niger

Mots clés : Malva Sylvestris L, Marrubium vulgare L, activité antibactérienne, activité

antioxydante, polyphénols, flavonoides, screening phytochimique.




Summary

Malva sylvestris and Marrubium vulgare are medicinal plants that have been widely
used for their therapeutic properties against various ailments for a long time. This study aims to
analyze the antimicrobial and antioxidant potential, as well as the phytochemical screening of
the hydroethanolic extract of these plants. The phytochemical screening revealed the richness
of the hydroethanolic extract of Marrubium vulgare in secondary metabolites compared to the
hydroethanolic extract of Malva sylvestris. Quantitative estimation by colorimetric assays of
total polyphenols and flavonoids indicated that the extracts are characterized by remarkably
high levels (104.49 + 0.05 mg GAE/mg of extract; 18.05 + 0.04 QE/mg of extract) for M.
sylvestris and (102.2 £ 0.11 mg GAE/mg extract; 10.05 + 0.02 QE/mg extract) for M. vulgare.
The evaluation of the antioxidant activity of the extracts through the DPPH assay showed high
inhibition percentages. The agar diffusion method (MH for bacteria and PDA for fungi) was
used to assess the antimicrobial activity against six bacterial strains and one fungus, and the
results revealed the inhibitory effect of the M. sylvestris extract against Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853 and Klebsiella pneumoniae ATCC4352, and the M. vulgare extract
against Staphylococcus clinical isolate and Bacillus cereus ATCC11778. However, they were

found to be inactive against Aspergillus niger.

Key words: Malva sylvestris L, Marrubium vulgare L, antimicrobial activity, antioxidant

activity, polyphenols, flavonoids, phytochemical screening.
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Introduction

Depuis la préhistoire, I’homme avais utilisé les plantes médicinales existantes dans la
nature pour de différents objectifs a savoir : la nourriture, la confection de vétements, la
construction des maisons, ... et plus particuliérement pour le traitement des maladies ce qui a
donné naissance par la suite a la phytothérapie. Un grand nombre de plantes médicinales
possedent des propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvent applications dans divers
domaines: en médecine, pharmacie, cosmétique et en agriculture (Farombi, 2003).

Le phénomeéne de résistance microbienne est considéré comme le principal obstacle a la
réussite d’un traitement contre les maladies infectieuses. L’émergence de bactéries multi-
résistantes aux antibiotiques est un phénomene inquiétant (Shorr, 2009). Donc il est urgent de
développer des composés naturellement bioactifs comme alternatives aux quelques
antibiotiques qui restent efficaces (Han et al., 2016). Pour cela il existe plusieurs espéces
vegétales qui se développe dans le monde entier et possédent des vertus thérapeutiques, car elles

contiennent des principes actifs quiagissent directement sur I’organisme (Iserin, 2001).

Par ailleurs, en 2002, I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) estime que, pour se
soigner, 80 % de la population africaine recourt toujours a la médecine traditionnelle pour
laquelle la majeure partie des thérapies implique I’exploitation des principes actifs des plantes
médicinales ; ces especes végétales d’une grande importance pour la santé des populations

méritent d’étre etudiées scientifiquement pour leur meilleure utilisation.

La flore Algérienne est riche et variée, renfermant plus de 3000 espéces végetales
appartenant a plusieurs familles botaniques; cette diversité floristique représentée par des
plantes aromatiques et medicinales dont la plupart existe a I'état spontané (Bouzid et al., 2017).
Parmi ces plantes médicinales, on trouve les espéces Malva sylvestris L.et Marrubium vulgare

L quisont largement représentées au nord du territoire national.

Dans ce contexte, nous avons jugé intéressant d’étudier 1’effet antimicrobien et
antioxydant ainsi que la teneur en polyphénols et flavonoides de I’extrait hydroéthanolique
des feuilles de Malva sylvestris L et Marrubium vulgare L. Pour cela nous avons adopté les

démarches suivantes:

e Lapremiere partie est d’ordre théorique, rassemble des données générales sur les plantes
médicinales, les métabolites secondaires et des informations sur les plantes Malva
sylvestris L et Marrubuim vulgare L et leurs propriétés.
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e Ladeuxiéme partie est d’ordre expérimental, dont les objectifs sont les suivants :

» Caractérisation par screening phytochimique
> Evaluation de la teneur en polyphénols totaux et flavonoides.

» Evaluation de I’activité antioxydante par le test de DPPH.
> Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique.
e Latroisieme partie comporte I’interprétation des résultats obtenus avec la discussion.

e Finalement, le mémoire est achevé par une conclusion générale.
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1. Généralité sur les Plantes Médicinales

Depuis longtemps, les remédes naturels et surtout les plantes médicinales occupent une place
dans la médecine traditionnelle (Ould El Hadj et al.,2003). Plusieurs études démontrent que ces
plantes sont considérées comme une source intéressante de nouveaux composes dans la recherche

des molécules bioactives (Mohammedi, 2013).

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs capable
de prévenir, soulager ou guérir des maladies, certaines plantes contenant toute une gamme de
matieres efficace (Schauenberg et Paris, 2006; Chikh, 2021).

Actuellement, les sciences modernes étudiant massivement les propriétés antioxydantes
parcequ’elles sont en relation avec I’apparition de maladies telles que 1’ Alzheimer (Butterfield et
Lauder back, 2002), I’artériosclérose et le cancer aussi bien les propriétés antibactériennes et

antifongiques comme les antifongiques d’origine végétales (Gardner, 1997).

1.1. LaPhytothérapie

La Phytothérapie utilise des plantes médicinales dans leur totalité ou certaines parties de la
plante dans des buts thérapeutiques. La phytothérapie compte parmi les premieres et les plus
anciennes méthodes curatives depuis I’aube de I’humanité. C’est ainsi que les étres humains
utilisent des plantes depuis des siécles voire des millénaires a des fins thérapeutiques sur
I’ensemble de notre planéte, ce qui a permis aux hommes de générer au cours des si¢cles un large

savoir et une immense expérience dans leur utilisation (Falch et al., 2013).

Historiquement parlant, la médecine classique n’existerait pas sans la phytothérapie. C’est
avecle développement ultra-rapide des sciences naturelles au X1Xe siecle, et particulierement avec
les avancées de la chimie, que I’on a pu isoler des composants purifiés des plantes et produire leurs
dérivés partiellement synthétiques, puis fabriquer de nouvelles molécules synthétisées
chimiquement, pour finalement les introduire comme elles le sont actuellement dans I’arsenal de
la médecine classique. Un grand nombre de principes actifs, qui ont aujourd’hui de I’'importance,

proviennent de la nature du moins en ce qui concerne leur structure de base (Falch et al., 2013).
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1.2. Les Métabolites secondaires des plantes médicinales

1.2.1. Les tanins

Groupe hydroxyle

Anneau Aromatique — —» @

groupe phénol

Figure 01 Structure chimique des polyphenols
(Sobiesiak, 2017).

Les tanins représentent un des quatre groupes de meétabolites secondaires des plantes
supérieures avec les saponines, les huiles essentielles et les alcaloides. A la différence des
Métabolites primaires intervenant directement dans la nutrition et la croissance, les Métabolites
secondaires participent a la vie de relation de la plante avec son environnement. La synthese des
tanins est ainsi un des mécanismes de défense contre les agressions des Phytopathogénes (bacteéries,
champignons, virus) et des prédateurs (insectes, mammiféres Herbivores) (Mueller-Harvey et al.,
2018) (figure 01).

1.2.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont quasiment
universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments (Guignard, 2000). Leur

biosynthése s’effectuerait a partir d’un acide aminé, la phénylalanine (Morelle, 2003; Naczk et
Shahidi, 2004)
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1.2.3. Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de la féeve Tonka,
Coumarouna odorata (légumineuses) d’ou la coumarine fut isolée, en 1820, elles sont largement

distribuées dans le régne végétal (Casley-smith et al., 1993).
1.2.4. Lesalcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles. Alcalis tire son origine de I’arabeal
kaly, et du grec eidos signifiant respectivement Soude et aspect. Ce sont des substances azotées
d’origine le plus souvent végétale. Il n’en n’existe que De rares représentants dans le régne animal.
Ils existent le plus souvent sous forme de sels (citrates, sulfates, nitrates, tartrates,) Ce sont des
composes préesents principalement chez les Angiospermes Dicotylédones. Ils sont localisés dans

les tissus périphériques tels que les écorces de tige et de racine (Bruneton, 1999).

1.2.5. Lessaponines

Les saponosides ou saponines (du latin sapo signifiant savon) sont des tensio-actifs tres
répandus chez les végétaux. Ce sont des glycosides terpéniques. Ils se dissolvent dans 1’eau en

formant des solutions moussantes comme les savons (Richter, 1993).

1.2.6. Les terpénoides

Les terpenoides sont une vaste famille de composés naturels prés de 15000 de molécules
différentes et de caractére généralement lipophiles, leurs grandes diversités due au nombre de base
qui constituent la chaine principal de formule (C5H8)n (Wichtl et Anton, 2009). Ces molécules
présentent en forme des huiles essentielles, parfums et golt des plants, pigments (carotene),

hormones (acide abscissique) et des stérols (cholestérol) (Hopkins, 2003).

2. Apercu bibliographique sur les plantes étudiées
2.1. Malva sylvestris L
2.1.1. Genéralités sur la famille des malvacées

Les malvacées réunissent 5000 espéces, surtout intertropicales. Seules quelques espéces se
trouvent dans les régions tempeérées et froides comme les Mauves (Dupont et Guignard,
2015)
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Ce sont des plantes dicotylédones, dialypétales thalamiflores, méristémones (Boullard, 1997),
qui peuvent étre des herbes (le cas du genre Malva) ou des arbustes (comme les hibiscus)
(Delaveau, 2003). Le nom Malva vient du mot grec Malacos, qui signifie mou, en référence a la
qualité émolliente de la plante (Flores, 2011). Malva sylvestris L. est un membre de la famille des

malvacées, elle est communément connue sous le nomde la mauve (Dadache et Bouzid, 2021).

2.1.2. Présentation de Malva sylvestris L

Malva sylvestris L., connue sous le nomcommun « grande Mauve » et en arabe sous celui de
« Khoubeiza » et en kabyle sous le nom de « Amedjir », en anglais «Blue Mallow, High Mallow»
en frangais appelée Mauve des bois, Grande Mauve, mauve sauvage, abondante en Europe, en
Afrique du Nord et en Asie (Ait Youssef, 2006). La floraison de la grande mauve se produit entre
juin et septembre (Larbi et Said, 2019) (figure 02).

Figure 02 : Photographie de Malva sylvestris L (Larbi et Said, 2019).

2.1.3. Description botanique
Malva sylvetris. L est une plante bisannuelle vivace, herbacée de la famille de malvacées

(Quezel et Santa, 1963 ; Greuter et al., 1989). Les tiges dressées ou ascendantes haute de 30 a

50cm, faiblement velue, feuilles orbiculaires pétiolées, a 5 lobes plus ou moins profonds crénelés.
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Les fleurs de Malvaceae sont de type 5 a filaments soudés sont pédicellés d’un rose violacée

et possédant un calice et un calicule. Elles s’insérent en petits bouquet a ’extrémité des rameaux

(Ghédira et Goetz, 2016) (figure 03 : B).

Le fruit est un polyakéne (schizocarpe) composé de méricarpes, entouré d’un calice
marcescent (Salhi, 2018) (figure 03:C).

Figure 03: Les parties aériennes de Malva sylvestris (A : la feuille, B: les fleurs, C: le

polyakene (schizocarpe) (Salhi, 2018).

2.1.4. Classification botanique de Malva sylvestris L.

Le tableau suivant représente la principale classification botanique de Malva sylvestrisL.

Tableau 01: Classification botanique de Malva sylvestris L. (Flore, 2011).

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
classe Magnoliopsida
Ordre Malvales
Famille Malvacées
Genre Malva

Espece Malva sylvestris
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2.1.5. Répartition géographique

La grande mauve est une plante trés commune en Europe, elle en est native. Elle n’a pas
été introduite directement ou indirectement par ’homme. Elle est native aussi en Asie occidentale
et en Afrique (Boudra et Boutine, 2017).

Dans la plupart de ces pays, elle se retrouve principalement dans les friches, les lieux non
cultivés, les prés et sur les bords des chemins. Elle est trés commune dans toute 1’ Algérie, et pousse
surtout dans les décombres, les champs et les cultures (Bimakr et al., 2011). Elle est nitrophile et
préfere les sols pollués par les nitrates (Boudra et Boutine, 2017).

2.1.6. Culture des Mauves

La culture des mauves réussit dans tous les sols, argileux ou calcaires. Elle préféere
cependant les terres légeres, riches en matieres organiques et bien drainées. Lorsque le terrain est

trop argileux, les feuilles jaunissent et les fleurs se développent moins (Maghami, 1979).

La propagation de la mauve est assurée a partir de graines récoltées I’année précédente.
Le pouvoir germinatif des graines ne dure que 3 ans au plus (Maghami, 1979).
2.1.7. Composition chimique de Malva sylvestris

L’analyse phytochimique de Malva sylvestris L. a montré la présence des mucilages, des

flavonoides (anthocyanines et anthocyanidines), polyphénols, terpénoides, , coumarines, et tanins.
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Tableau 02: Compositions chimiques de Malva sylvetris L.

Mucilages

Les feuilles sont les plus riche d’eux sont des polysaccharides hétérogénes acides el
neutres constituées principalement du galactose, glucose, mannose, rhamnose, arabinose et
d’acides glucuronique et galacturonique(Ghédira et Goetz, 2016). Elles ont une viscosité
élevée, une faible vitesse de sédimentation et un pH légérement basique (Lim, 2014). Ceg
composés sont responsables des effets thérapeutiques et activités antimicrobiennes de cettg

plante

Flavonoides

La mauve contient des quantités importantes des flavonoides que 1’on trouvd
principalement dans les feuilles et les fleurs, ce qui explique leur propriété thérapeutique
(activité antioxydante). Les anthocyanines et les anthocyanidines donnent la coloration deg
fleurs qui attirent les pollinisateurs. Ils ont aussi un role de défense contre les agressions

pathogenes et permet la protection vis-a-vis les U.V(Flores, 2011)

Terpénoides

Les trapénoides tels que les monoterpenes, les diterpenes, les sesquiterpénes et nor
terpénes sont également presents chez la mauve. Le principal terpéne contenu dans I'huile de
graines est le terpinéol, tandis que les caroténoides qui sont des tétraterpénoides sont présents
dans les feuilles, les fleurs et les fruits immatures. Parmi ces composés, la malvone A se
distingue par sa résistance a la maladie Verticillium dahliae, elle est donc considérée comme

unagent antibactérien important (Gasparettoa etal., 2011).

Le tableau suivant illustre la composition de la plante entiere.
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Tableau 03: Composition entiere de Malva sylvetris L(Couplen et Styner, 1994).

Macronutriments Minéraux Vitamines
Eau (g/100g) = 80 Potassium (mg/100g) 180 Vitamines A(mg/100g)
4600

Protides (g/100g) = 5.6

Fer (mg/100g) 5.1

Vitamines B1 0.2

(mg/100g)

Lipides (g/100g) = 1.4

Magnésium (mg/100g)
58

Vitamines C (mg/100g)
197

Glucides (g/100g) = 9.4

Calcium (mg/100g) 690

2.1.8. Principales utilisations

a) En médecine traditionnelle

En medecine traditionnelle, Les feuilles et les fleurs de la plante sont connues pour leurs

propriétés antibactériennes plus elles sont utilisées dans le traitement des problemes urologiques

comme la cystite et I’élimination inflammatoires, principalement contre la gingivite, les abces et

les douleurs dentaires. La mauve sylvestre a été consommée comme laxatif doux, détoxifiant pour

le foie. Elle est utilisee également pour traiter les affections telles que les troubles gastro-

intestinaux, les douleurs abdominales, les diarrhées, ulcere gastrique, constipation, probleme

respiratoire.

En usage externe, la mauve est utilisée en compresse pour calmer, adoucir et assouplir la peau.

Elle serve également en bains de bouche et gargarismes (Gasparettoa, 2011).
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b) Usages vétérinaires traditionnels

Malva sylvestrisL est utilisée principalement pour traiter les affections dermatologiques, les

troubles digestifs et des problémes respiratoires chez les chevaux, et I’inflammation intestinale

chez les vaches et les truies (Akerretaet al., 2010).

¢) Utilisation alimentaire

Les jeunes feuilles sont consommées
crues dans les salades et thé (figure 04) ,
les feuilles et les pousses sont consommeées
dans les soupes et sous forme de légumes
bouillis. Les fruits immatures sont sucés ou
machés par des enfants, des bergers et des

chasseurs (Barros et al., 2010).

d) Utilisation en cosmétique

La mauve peut aussi étre utilisée en
cosmétologie (figure 05) , les extraits des
fleurs et les feuilles présentant des
propriétés adoucissantes, rafraichissantes,
astringentes et anti-couperose ; sontutilisés
dans des laits ou shampooings pourbébes,
des produits démagquillants, descremes anti-
rougeurs, des cremes émollientes pour
peaux seches ou des bains moussants

rafraichissants (Lopins, 2017).

Figure 04 utilisation alimentaire de Malva

sylvestris L (Neves et al., 2009)

EAU THERMALE

JONZAC

BAUME RELIPIDANT
INTENSIF

Figure 05 Utilisation en cosmétique de Malva

sylvestris L (Lopins, 2017).
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2.1.9. Latoxicité

Dans de tres nombreux livres, on peut lire que Malva sylvestris ne présente aucune toxicité
méme a forte dose. I n’y a donc pas d’effets indésirables, pas de contre-indication, ni d’interactions
médicamenteuses a I’utilisation de la mauve sylvestre. C’est en partie pour cette raison qu’elle peut
étre utilisée chez les enfants et les personnes agées. Cependant au Liban, I’'usage populaire, veut
que I’on évite la mauve sylvestre chez les patients anémiques mais il n'existe pas de preuves
scientifiques se référant aux effets anémiant d’espéces de Malva. Certains auteurs déconseillent la
mauve sylvestre aux femmes enceintes a cause de ’activité ocytocique des feuilles (Boudra et

Boutine, 2017; Mansouri et al., 2021)

2.1.10. Lesactivités biologiques

La plante médicinale Malva sylvestris se caractérise par la présence de plusieurs composes
bioactifs responsables de nombreuses activités therapeutiques complémentaires ou synergiques.

Ce quien fait lI'objet de recherches et d'études de biologistes
a) Activité antioxydante

L'extrait methanolique des feuilles de mauve présente une forte activité antioxydant avec
piégeage des radicaux libres et s'oppose a la peroxydation lipidique dans les liposomes et les
homogénats des cellules cérébrales. Les polysaccharides des feuilles de mauve ont un puissant effet
de suppression de l'activité du 2,2'diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) et des radicaux hydroxyles
(Zeghmar et Ghoul, 2019).

12
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Tableau 04: Activité anti-oxydante de différents extraits de Malva sylvestris (Barros

et al.,2010)
Feuilles Fleurs Fruits Sommités
immatures fleuries
Activité DPPH 0.43 mg/ml 0.5mg/ml 4.47 mg/ml 0.59 mg/mi
Pouvoir 0.07 mg/ml 0.1mg/ml 1.00 mg/ml 0.10 mg/ml
réducteur
Action sur le - 0.04 mg/ml 0.1mg/ml 0.68 mg/mi 0.10 mg/mi
Carotéene
Inhibition de la 0.09 mg/ml 0.1mg/ml 0.85 mg/ml 0.05 mg/ml
peroxydation des lipides

b) Activité antidiabétique (Hypoglycémiante)

Le diabete sucré est une maladie chronique grave. Un contrdle efficace de la glycémie est une
étape clé pour prévenir ou inverser les complications diabétiques et améliorer la qualité de vie des
patients diabétiques de type 1 et 2 (Zhou et al., 2009). L’extrait de Malva sylvestris inhibe 1’a-
amylase et ’a-glucosidase, ce qui fait de ses fleurs une source d’antioxydant antidiabétique
(Moreira et al., 2005).

¢) Activité antibactérienne et antifongique

Ces derniéres années, plusieurs études se sont efforcées de démontrer I’activité antibactérienne
des mauves (Flores, 2011). L’extrait aqueux des feuilles de la mauve inhibe la croissance de
L’Aspergillus candidus, Aspergillus niger, Penicillium, et Fusarium culmorum (Barros et al.,
2010). Des bains de bouche a base de chlorure de cétylpyridinium (CPC) combinés avec l'extrait
de Malva sylvestris présentent un effet antimicrobien plus fort que ceux contenant uniquement le
CPC (Beghdad et al., 2014)

d) Action de production hépatique

L'extrait méthanolique de Malva sylvestris peut protéger le foie de maniere dose- dépendante
des effets néfastes du paracétamol en diminuant considérablement les taux sériques de marqueurs

enzymatiques hépatiques (Jiménez et Garcia-Carmona, 1999).

13



Etude bibliographique

2.2. Marrubium vulgare L
2.2.1 Généralités sur la Famille des lamiacée

La famille des lamiacée connue également sous le nom des Labiées, comporte environ 258
genres pour 6900 espéces plus ou moins cosmopolites. Une grande partie de ces plantes sont
aromatiques riches en I’huile essenticlle d’ou leur intérét économique et médicinal (Aouina et
Lakhdari, 2019). Ce sont généralement des plantes herbacées vivaces odorantes, a tiges
quadrangulaires, feuilles en général opposées sans stipules. Le plus souvent hermaphrodites, les
fleurs pentameres (Meyer et al., 2004 ; Sahnoune et al., 2017).

De nombreuses Lamiacées sont cultivées comme plantes ornementales, en raison de leur
parfum et de leur aspect agréable. De nos jours, les extraits et distillats de certaines espéces
aromatiques de cette famille sont une importante source de matieres premieres pour les industries
agro-alimentaire, de la parfumerie et des cosmétiques. En effet, importante est l'utilisation des
especes aromatiques de la famille des Lamiacées est importante pour l'assaisonnement de diverses

denrées alimentaires (Maalem et Nada-abi, 2019).

2.2.2. Description botanique de M. vulgare L

M. vulgare L. le Marrube blanc ou Marrube Commun (Marrubium vulgare L) est une
plante herbacée du genre Marrubium, de la famille des Lamiacées. Son odeur de thym la distingue
d'autres plantes. C’est une plante pérenne de couleur grisonnante ressemblant légérement a la
menthe (Tabet, 2017). C’est une plante vivace a tige quadrangulaire, a feuilles dentées et

duveteuses et a fleurs blanches bilabiees (50 cm de haut) (Iserin et al., 2007).

2.2.3. Les parties de la plante Marrubium vulgare L

a) Les racineset la tige

Les racines de couleur brun créme avec une longueur d’environ 6-12 cm et 3-8 mm de largeur
sont observées. Les poils sont présents a la surface de la racine et la fracture est ligneuse. La fracture
de la tige est éclatée avec une texture lisse et la surface est densément recouverte de poilsfins blancs
(Mittal et Nanda, 2016) (figure 06).
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Figure 06 : présentation de tige et des racines de
M.vulgare L (Mittal et Nada, 2016).

b) Les feuilles

Les tiges ont des feuilles de
1 a 2 pouces de long et sont
disposées en paires opposées face a la tige
; ils sont légérement ovales émoussé et

rétrécies ou en forme de cceur a la base; la

face supérieure est ridée et quelque peu

velue, tandis que la face inférieure est Figure 07 : description des feuilles de la plante
fortement nervurée (Galloway, 1912) Marrubium vulgare L
(figure Q7).

¢) Lesfleurset les graines

Les fleurs sont blanches et en verticilles axillaires serrées, elles fleurissent en Juillet. Le calice
est tubulaire en forme d'entonnoir avec 10 dents, et la corolle est blanche a lavande pale, tubulaire
cylindrique et bilabiée; la lévre supérieure est bilobée, bifide et dressée, tandis que la lévre
inférieure plus large est divisée en 3 lobes. Quatre étamines sont cachées dans le tube de la corolle
avec les anthéres simples dans le tube, et le fond du calice contient quatre graines (Withering,
1858) (figure 08).
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A: les fleurs B: les graines

Figure 08: les différentes parties de la plante Marrubium vulgare L (Site 1).

2.2.4. Taxonomie de Marrubium vulgare L

Tableau 05 : Classification botanique de Marrubium vulgare L (Boudjelal, 2013)

Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Marrubium L

Espece Marrubium vulgare L

2.2.5. Le nom vernaculaire

» En Algérie est connue par le nom Marriouth (Goudjil et Medjabra, 2017)
Enarabe: Marrioua

En kabyle : Marrnouyeth.

Au Maroc : Merriw.

En Tunis : Marroubia.

YV V. V V V

En frangais : Marrube blanc.
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» En Anglais : Harehound.
» En Italien : Marrubbio. (Hameg et Dihya, 2018)

2.2.6. Propriétés physiques
Le marrube, surtout quand on froisse des feuilles fraiches, exhale une odeur assez forte,
aromatique, légerement musquée. La saveur en est amére, nauséeuse, un peu acre. L'odeur et

I'amertume (Hanoune, 1894).

2.2.7. Propriétés chimiques

Le marrube blanc contient des diterpenes amers de la série des furanolabdanes et surtout des
composés lactones, principalement, la marrubiine et son précurseur préfuranique, la prémarrubiine,
mais aussi du pérégrinol, du vulgarol, du marrubénol et du marrubiol. Le marrube contient
également des hétérosides flavoniques telle que la quercétol, la lurtéoline ou I’apigénine,mais aussi
des lactoylflavones, et quelques dérivés de 1’acide ursolique (Wichtl et Anton, 2003; Belfar et
Monsouri, 2015).

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

Geranyl formate et le Germacrene-D (Rim et al., 2022).

2.2.8. Répartition géographique

Cette plante est répartie dans toute [I'Algérie et  presque toute I'Europe,
a I'exception de I'extréme nord, de I'Australie et de la Nouvelle-Zélande (Baba aissa, 1999). On la

trouve également au Maroc et en Tunisie, notamment en Méditerranée (Bonnier, 1990).

A I'état sauvage, elle pousse principalement le long des routes, dans les friches, decombres,

prés chauds et secs et lieux ensoleillés. (Griffith, 1847) (figure09).
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Figure 09: La Répartition géographique de la plante Marrubium vulgare L (site 02).

2.2.9. Utilisation traditionnelle et propriétés thérapeutiques de la plante

Dans la région méditerranéenne, M. vulgare L est fréqguemment utilisé en médecine populaire
contre une variété de maladies (Roman et al., 1992). Cette plante possede les propriétés suivantes
. tonique amer, expectorant, fluidifiant des sécrétions bronchiques, dépuratif, cholérétique,
diurétique, tonicardiaque, fébrifuge... C'est la marrubiine, molécule présente dans laplante, qui est
amere et expectorante (Nze et al., 2008).

La plante Marrubium vulgare L est largement utilisée en médecine traditionnelle dans le
traitement des troubles digestifs, la perte de I’appétit et la dyspepsie. Elle est également employée
comme antinociceptif, antihypertenseur, antispasmodique, antioedematogénique, analgésique,
insecticide, antiinflammatoire, antimicrobien, antioxydant, antifongique, antileucémique et dansde

nombreuses autres activités biologiques (Djahra, 2015).

Tres utilisé en médecine traditionnelle comme expectorant, antispasmodique, diurétique et en
cas d’infections respiratoires. Elle est aussi employée pour combattre la cellulite et I’obésité.
Plusieurs de ces utilisations traditionnelles ont été confirmés par des essais scientifiques ; M.

vulgare L est également considéré comme antidiabétique (Boudjelal, 2013).

La tige fleurie séchée est utilisée pour traiter 'aménorrhée, les irrégularités et les douleurs
menstruelles. Elle est également utile pour traiter les plaies douloureuses. La présence de

constituants hautement volatils en fait le meilleur antihelminthique (Dar et al., 2020).
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2.2.10. Latoxicité

C’est une plante amére a caractére salin et ne peut donc pas étre toléré s’il y a une gastroenterite
ou des situations de nausees ou de vomissements ou encore en cas de dyspepsie (Aouadhi, 2010).

On recommande généralement aux femmes enceintes d'éviter le Marrube blanc parce que, selon
la Commission Européenne, la plante stimulerait I'utérus et pourrait avoir une action abortive. Selon
la méme source (Commission Européenne) le Marrube ne possede jusqu'a présentaucun effet

indésirable.

2.2.11. Huile essentielle de Marrubium vulgare L.

a) Caractéristiques organoleptiques

Les parties utilisées pour extraire I’huile essentielle sont les sommités fleuries et les feuilles.
L’huile essenticlle de Marrubium vulgare L est d’une odeur forte et fétide avec une saveur
aromatique, amere et acre. Connu depuis la plus haute antiquité, les égyptiens 1’utilisérent, comme
principal ingrédient, dans un antidote des poisons vegetaux. Elle était déja consideréecomme le
spécifique des affections de I’appareil respiratoire dans I’Egypte et la Gréce anciennes. Le Moyen
Age, qui I’employait couramment dans le traitement des mémes maux, 1’a de surcroit reconnu

tonique (Bendriss, 2003).

2.2.12. Lesactivités biologiques

L'huile essentielle de M. vulgare a un effet significatif sur les microorganismes, en particulier
les bactéries Gram+. En revanche, les bactéries Gram- ont montré une résistance plus élevée (Zarai
etal., 2011).

Les composants de structure phénolique tels que, Carvacrol, Eugénol et Thymol sont fortement
actifs contre les microorganismes et agissent comme des agents dénaturants les protéines (Dorman
et Deans, 2000).
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Les extraits de Marrubium vulgare L 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 espece, par
les populations. En perspective, il serait important d’approfondir les recherches sur une large
gamme de souches microbiennes et d’identifier les constituants actifs responsables de 1’activité

antibactérienne (Djahra et Bourdjiba, 2015).
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Matériel et méthodes

Notre travail a été effectué dans le laboratoire pédagogique de I’université Abbes
Laghrour- khenchela. L’étude est basée sur 1’analyse phytochimique, 1’activité antimicrobienne et

I’activité antioxydante des extraits hydroéthanoliques de deux plantes Marrubium vulgare L et

Malva sylvestris L.

1. Matériel

1.1. Matériel du laboratoire

% Appareillages % Reéactifs et solutions
> Etuve. > Eaudistillée.
> Balance électronique. > Folin ciocalteu:
> Balance de precision. > Gélose Mueller Hinton;
> Agitateur. > Acide Gallique;
> Au-tocIth-e. > Acide ascorbique ;
> Bainmarie. > Eau physiologique;
> Rotavapeur. > Méthanol.
> Reéfrigeérateur. > Ethanol.
> Spectrophotometre. » Gélose nutritive.
> Four pasteur. > Le Diméthylsulfoxide (DMSO)
> Bec bensen » Trichlorure de fer (fecls).
> Les boites de Pétri. > Liqueur de fehling.
> Ecouvillons. » LeDPPH (2 ,2-diphényle-1-
> Flacons. picrylhydrazyl).
» Acide sulfurique (H2SOs).
» Chlorure d’hydrogéne (HCI).
» Desdisques d’antibiotiques.

1.2. Matériel végétal

Deux plantes médicinales ont été étudiées :
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e Marrubium vulgare : La récolte de la plante a été effectuée dans la wilaya de Khenchela
en février 2023.

e Malva sylvestris : La récolte de la plante a été effectuée dans la wilaya de Khenchela en
février 2023.

1.3. Matériel biologique

Les tests de I’activité antimicrobienne des extrais de Marrubium vulgare et de Malva
sylvestris ont été effectuées sur six souches bactériennes: trois souches Gram positif (Bacillus
cereus ATCC11778, Staphylococcus aureus ATCC25923 et Staphylococcus aureus clinique) et
trois souches Gram négatif (Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 et Klebsiella pneumoniae ATCC4352) et contre une souche fongique (Aspergillus

niger).
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2. Méthodes
2.1. Séchage et broyage du matériel végétal

Le séchage des plantes médicinales est effectué juste apres la récolte , il permet de réduire
la teneur en eau afin de limiter les dégats dus aux enzymes et autres agents biologiques tels que
les moisissures et les microbes (Berton, 2001).

Les feuilles séchées ont été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique et le broyat obtenu a
été conservé dans des boites en verre a température ambiante et a ’abri de ’humidité et de la

lumiére jusqu’a son utilisation (Naili et al., 2022) (figure 10).

g i B, 4 ki

(A) : Marrubium vulgare(B): Malva sylvestris

Figure 10: Séchage des plantes Marrubium vulgare et Malva sylvestris.

2.2. Préparation des extraits bruts

Les extraits hydro-éthanoliques ont été obtenus par macération de 25g de matériel végétal
pulvérise dans 200 ml de mélange éthanol-eau V/V pendant 48h . Les filtrats obtenus sont séchés

a I’étuve (50°C) . Les résidus obtenus sont conservés a 4°C (Biyiti et al., 2004) (figure 11).
(b)
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@) (h)

Figure 11: Extraction hydro-éthanolique. (a), (b) : macération; (c) : filtration ; (d) : extrait

éthanolique; (e), (f), (g) : séchage;(h) : grattage.

2.3. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés existant
dans un extrait de la plante, pour mettre en évidence leur présence ou absence. Ces tests sont basés
sur des réactions qui donne des résultats (une coloration, ou précipité ou autre) par des réactifs

spécifiques a chaque phytoconstituant. Les familles concernées par ces tests dans ce
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travail sont: les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les saponines, et les sucres réducteurs, les
coumarines, les alcaloides, composés composés phénoliques, les terpenoides, en utilisant les

protocoles suivant.

231. Test des composés phénoliques

+ L’extrait (0,1 g) a été dissout dans 3 ml d’eau distillée et 5 gouttes de FeCls y ont été
ajoutées.

4 La présence des composés phénoliques a été marquée par I’apparition de la coloration
bleue verdéatre (Rosine et Momo, 2009).

2.3.2. Recherche des flavonoides

+ Traiter 5 mlde I’extrait préparé avec 1 mlde PHCL concentré et ajouter une quantité de
tournures de Mg (3-4 graines) et laisser agir.
+« La présence des flavones est confirmée par I’apparition d’une couleur rouge pourpre

(flavonals) ou rouge violacées (flavonones et flavonols) (Lock et al., 2006).

2.33. Recherche desalcaloides

+ Cetest est fait pour révéler la présence ou I’absence des alcaloidessels, 5 ml d’HCI (2N)
sont ajoutés a ’extrait et chauffé dans un bain marie.

+ Apres la filtration, le filtrat est traité avec le réactif de Wagner (2g de Kl et 1,27g d’12
solubilisé dans 100 mld’eau distillée).

4 La présence de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides sels
(Tiwari et Kakkar, 1990).

2.34. Détection des Terpenoides

4 Pour 0,5 g de chaque extrait ; nous avons rajouté 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique (H2SOa) concentre.
+ Laprésence de la couleur brune rougeétre a I’interface indique la présence des

terpenoides (Ayoola et al., 2008).

26



Matériel et méthodes

2.35. Détection des stéroides

+ Les stéroides sont révélés aprés addition de 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml d’extrait.
Ensuite, 0,5 ml d’acide sulfurique concentré sont ajoutés au mélange.

& Aprés agitation I’apparition & 1’interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis
au vert, indique une réaction positive (Bruneton, 1999).

236. Testdes mucilages
4+ La détection des mucilages est effectuée en introduisant 1ml d’extrait et 5 ml d’éthanol dans
un tube a essai pendant quelques minutes.

4 L’apparition d’un précipité témoigne leur présence (Awor et Samseny, 2003).
23.7. Test des tanins

+ 1,59 de matériel végétal sont placés dans 10ml de MeOH 80%.

4+ Le filtrat de la solution précédente est recueilli et saturé d’acétate de sodium.

4+ L’addition de 3 gouttes de FeCI3 a 1% provoque I’apparition d’une coloration bleu-noir
intense denotant la présence de tanins galliques.

+ Une solution alcoolique d’acide gallique ou de catéchine est utilisée pour servir de témoin
(Dohou et al., 2003).

2.38. Caractérisations des saponines

4+  Deux milligrammes de I’extrait sont introduits dans un tube a essai contenant 4 ml d’eau
distillée puis ’ensemble a été chauffé pendant 5 min.

+ Apres refroidissement et filtration, 5 ml de filtrat sont transférés dans un second tube a essai et
agités pendant 1 min.

4 Apres 15min de repos, 1’épaisseur de la mousse a été mesurée a I’aide d’une régle graduée. Une

hauteur de mousse d’au moins un centimétre indique la présence des saponines (Rosine et

Momo, 2009).
239. Larecherche des composés réducteurs

+ Introduire 2 ml d’extrait dans un tube puis ajouter 2 ml de liqueur de Fehling (1ml réactif A et
1ml réactif B)
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4 Incuber I’ensemble 8 min dans un bain marie bouillant.
+ L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs
(Bentabet, 2015).

2.3.10. Recherche des coumarines

4+ L’extrait sec est dissous dans 1’eau distillée par chauffage
+ Apreés refroidissement, la solution obtenue été repartie dans 2 tubes a essai.
4+ Le premier sert de témoin et dans le 2°™ tube, on ajoute 0.5mlde NH4sOH (10%).

+  L’apparition d’une fluorescence bleue ou verte a la lampe UV a 365 nm indique laprésence
des coumarines (Zellagui et al., 2012).

2.3.11. Les polyuronides (pectines, mucilage et gencive)

4+ 2 ml de I’extrait ont été ajouté goutte a goutte dans un tube a essai ou 10 ml d’acétone avaient
déja éte placés,

4+ Un précipité épais s’est formé indiquant la présence de polyuronides (Zellagui et al., 2012).

2.4. Dosage des polyphénols totaux

4+ 100 pl de chaque extrait sont ajoutés a 500ul du réactif de Folin -Ciocalteu (10 fois dilué dans
I’eau distillée)

+ Aprés 4 min d’incubation, 400 plde carbonate de sodium (7.5%) sont additionnés.

4+  Les solutions sont maintenues a ’obscurité pendant 2 heures a une température ambiante.
L’absorbance de chaque solution a été lue a 765 nm contre un blanc par un spectrophotometre.

+ La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
courbe d’étalonnage de 1’acide gallique a différentes concentrations et exprimée en
microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg) (Li et al.,
2007) (voir annexe 2).

2.5. Dosage des flavonoides
Un volume de 500 pl de chaque extrait a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AICI3

4+ (2% dans le méthanol).
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4+ Le mélange est agité par un vortex et I’absorbance est lue a 430 nm par unspectrophotomeétre.

+ La quantification des flavonoides est évaluée a partir de la courbe d’étalonnage de laquercétine
a différentes concentrations.

+ Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de quercétine par milligrammed’extrait
(ug EQ/mg) (Quettier et al., 2000) (voir annexe 2).

2.6. L’activité antioxydante

2.6.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) :

4+ La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol (6x10 > M).

4+ 25 ul des solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975 ul de solution
méthanolique de DPPH.

+ Le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au controle
négatif contenant la solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm (Mansouri et al.,
2005).

+ L’activité antiradicalaire est estimée selon I’équation ci-dessous :

% d’activité antiradicalaire = [(Abs contrble négatif— Abs échantillon)/ Abs contréle négatif] x

100

2.7. L’antibiogramme

La résistance aux antibiotiques a été réalisée sur un ensemble des antibiotiques appartenant
aux différentes familles par la technique de diffusion sur milieu gélosé selon les recommandations
du comité de I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie (2011).

A partir d’une culture de 18-24 h sur milieu gélosé non sélectif (gélose nutritive), une
suspension bactérienne équivalente au standard Mc Farland 0,5 (DO entre 0.08 et 0.10 a 625 nm)

a ete préparée en solution saline stérile (0.9 % NaCl).

Les disques d’antibiotiques sont déposés a 1’aide d une pince stérile sur la surface du milieu

Mueller Hinton ensemenceé préalablement par la culture bactérienne en utilisant la
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méthode d’écouvillonnage. La lecture est effectuée apres 18-24 h d’incubation a 35-37°C par la
mesure des diamétres des zones d’inhibition autour des disques d’antibiotiques (Naili, 2016).

Le choix des antibiotiques dans notre étude a été fait en fonction de la disponibilité des
disques d’antibiotiques au laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et
la Vie de I’Universit¢é de Khenchela. Ces antibiotiques sont : Vancomycine (VA30mcg),
Tétracycline (TE30mcg), Ofloxacine (OFX5mcg), Oxacillin (OX5mcg), Piperacilline (PRL10ug),
Chloramphénicol (C30mcg), Erythromicine (E15ug), Fusidic Acid (FA10ug) et pristamycine
(PT15mcg).

2.8. Activité antibactérienne
281. Préparation dessuspensions bactériennes et des solutions des extraits

Les souches bactériennes ont été revivifiées dans un bouillon nutritif a 37°C pendant 24
heures. Puis des gouttelettes de suspension bactérienne sont ensemencées en strie dans des boites
de Pétri préalablement coulées de gélose nutritive pour obtenir des colonies isolées. Apres
incubation de 18h a 37°C, des colonies sont transférées a I’aide d’une pipette Pasteur dans un tube
contenant une solution d’eau physiologique afin d’avoir une turbidité voisine a celle de Mc Ferland
0,5(10% UFC/ml) (Zohra et al., 2016).

Les extraits des plantes ont été dilués a raison de 200 mg /ml et 100mg /ml dans le
diméthylsulfoxyde(DMSO).

282. Ensemencement et dépot des disques

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de Pétri contenant le milieu
Mueller Hinton . Une fois I’ensemencement est effectué, des disques de 6 mm de diametre (Papier
Whatman) imprégnés de 10 ul des extraits de chaque concentration (200 mg/ml et 100 mg/ml) sont
déposés sur la surface de la gélose ensemencée. Des disques imprégnés de DMSO sont utilisés
comme témoin négatif. Les boites de Pétris ont incubées pendant 18-24 heures a 37°C (Naili, 2016)
(figure 12).
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Figure 12 : Ensemencement par
écouvillonnage

283. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits sont déterminées par une
gamme des dilutions successives au demi allant de 200 jusqu’a 0.195 mg/mL. Par la suite, 10 ul
de chaque dilution ont été versés dans les disques qui sont déja déposés dans les boites contenant
la gélose Mueller Hinton. Apres incubation a 37C° pendant 24 heures, 1’observation de la gamme
permet d’accéder a la concentration minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible
concentration en extraits capable d’inhiber la croissance bactérienne visible (figure 12) ; (Laouer,
2003).
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Figure 13: Préparation et déep6t des dilutions sur les disques.
284. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

La détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) a été effectuée par des
prélévements a I’anse autour des disques ne présentant aucune culture visible. Ces prélevements
ont été déposés en strie sur gélose Mueller Hinton. Les boites de Pétri sont incubées 24 heures a
37°C (Naili, 2016).
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2.9. Activité antifongique

Les mémes opérations ont été effectuées avec la souche fongique, mais dans ce cas le milieu
de culture utilisé est le milieu PDA. La suspension fongique doit avoir une D.O. entre 0.15et 0.17
a 530 nmet les boites sont incubées a 28°C pendant 7 jours (Yazdani et al., 2012).
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Résultats et discussion

1. Rendement des extraits

Le rendement d’extraction est calculé en pourcentage du rapport de la masse de I’extrait

obtenu sur la masse totale de la poudre végétale utilisée dans I’extraction selon la formule

suivante :

Le rendement est calculé via 1’équation : R(%)= (Me /Mv) x 100 (Falleh et al., 2008)

v R(%) : Rendement en %
v' Me :Masse de I’extrait aprés I’évaporation du solvant

v' Mv : Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction.

Tableau06 : le rendement des deux plantes médicinales.

Plantes Malva sylvestris L Marrubium vulgare L
La masse de la poudre(g) 25 25
La masse de I’extrait sec (Q) 2,836 3,717
Le rendement % 11,34 14,86

D’apres les résultats des rendements, on a remarqué que la plante Marrubium vulgare

a donné un meilleur rendement (14,86 %) par rapport a la plante Malva sylvestris (11,34%).

Les variations des rendements au sein d’une plante, semblent étre liées a différents
facteurs, comme les propriétés génétiques de la plante et son origine géographique, aux

conditions et a la durée de stockage, a la période de la récolte et aussi aux méthodes d’extraction
appliquées (Labri et al., 2019).

2. Screening phytochimique des extraits

L’analyse qualitative des différentes familles de métabolites secondaires cherchées dans
les extraits des deux plantes testées est reportée dans le tableau ci-dessus.
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Tableau 07: Screening phytochimique des extraits hydroéthanoliques de

M.sylvestris et M.vulgare.

Les métabolites

: Plantes
secondaires
Malva sylvestris Marrubium vulgare
Les composés . : A
_ Pas de coloration + Une coloration bleu verdatre
phénoliques
Les flavonoides Pas de coloration + Une coloration rouge pourpre

Les alcaloides

Pas de précipitation Pas de précipitation

Les terpenoides

) Une coloration brune
Pas de coloration

rougeatre
o L’apparition d’un L’apparition d’un anneau
Les stéroides _ + _
anneau violet violet
. . L’apparition d’une
Les mucilages Pas de précipitation 3 o
précipitation
) Pas de coloration bleu Une coloration bleu noir
Les tanins o _ ]
noir intense intense
Les saponines Pas de mousse _ L’apparition d’une mousse
o Pas de précipitation L’apparition d’un précipité
Les composes réducteurs _ _ _
rouge brique rouge brique
) L’apparition d’une I’apparition d’une
Les coumarines +
fluorescence bleue fluorescence bleue

Les polyuronides

e L’apparition d’un précipité
Pas de précipitation _
épais

(+) : Présence, (-) : absence
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Les tests utilisés dans 1’étude phytochimique préliminaire sont des méthodes simples
qui donnent une idée générale sur les différents groupes de composés contenus dans chaque
fraction de la plante (Tiwari et al., 2011).

Les résultats obtenus nous ont permis de dire que la plante de M.vulgare contient
divers composés a savoir : les flavonoides, les coumarines, les saponines, les polyuronides, les
composés réducteurs, les composés phénoliques, les terpenoides, les mucilages, les stéroides

et les tanins, avec absence des alcaloides.

Les travaux de Azzi et ses collaborateurs (2014) ont montré que 1’extrait éthanolique
de la plante Marrubium vulgare contient des flavonoides, des alcaloides, des saponines et des

coumarines.

Concernant la plante M.sylvestris, nous avons remarqué la présence seulement des

stéroides, des flavonoides, des composés phénoliques et 1’absence des autres métabolites.

D’apres Shelbaya et ses collaborateurs (2011), I’extrait méthanolique des feuilles de

Malva sylvestris égyptienne contient destanins, des saponines, des flavonoides.

3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les composés phénoliques totaux et les flavonoides sont des composés naturels présents

dans de nombreux aliments d'origine végétale.

Les polyphénols ont été quantifiés en utilisant la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu, avec l'acide gallique comme standard et les dosages des flavonoides ont été effectues
en utilisant la méthode au trichlorure d'aluminium (AICIs), avec la quercétine comme étalon de
référence. Les résultats de la quantification des polyphénols et des flavonoides sont rapportésdans

le tableau ci-dessous.
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Tableau 08: Dosage des polyphénols et des flavonoides des extraits de Malva sylvestris L

et Marrubium vulgare L.

Extraits des plantes Polyphénols (a) Flavonoides(b)
Malva Sylvestris 104,49 + 0,05 18,05 £ 0,04
Marrubium vulgare 102,2 + 0,11 10,05 + 0,02

(@) pg déquivalent d'acide gallique par milligramme d'extrait.

(b) ug d'équivalent de quercetine par milligramme d'extrait.

D’apres ces résultats, on remarque que les extraits hydroéthanoliques des deux plantes
(Malva sylvestris L et Marrubium vulgare L) sont riches en polyphénols dont la teneur la plus
élevee en polyphénols a été trouvée dans I’extrait de M.sylvestris L : 104,49 £ 0,05 pug EAG/ml
par rapport a I’extrait de M.vulgare L qui posséde une quantité de 102,2 = 0,11ug EAG/m.
Tandis que, les extraits possedent des teneurs moins importantes en flavonoides (18,05 £ 0,049

EQ/ml pour M.sylvestris et 10,05 £ 0,02 pour M.vulgare.

El-Sayed et son équipe (2018) ont trouvé que les composes phénoliques totaux des
extraits des parties vertes de la mauve a l'aide d'éthanol a 70 %, de méthanol a 95 % et d'eau
étaient respectivement de 57,2 mg/g, 43,2 mg/g et 121,6 mg/g. Aussi, Sarmiento et al. (2020)
ont confirmé que la teneur la plus élevée en composés phénoliques et flavonoides était dans
I'extrait hydroalcoolique de M. sylvestris L. Alors que, les résultats obtenus par Beghdad et al.
(2014) de I’extrait de cette plante indiquent une teneur faible des polyphénols totaux
(24.123+0.718 mg EAG/g d’extrait des feuilles) en utilisant 1’éthanol & 96% comme solvant par

la méthode de macération.

D’autre part, Les résultats de I'étude de Mssillou et al. (2021) ont révélé que I'extrait
d'acétone/eau obtenu a partir de la plante Marrubium vulgare L récoltée au Maroc présentait
une concentration de (112 mg EAG/g), tandis que l'extrait hydro éthanolique affichait une
valeur légérement inférieure de (98.77 mg EAG/g). Une autre étude réalisée par Ghedadba et
ses collaborateurs (2014) a mis en évidence que les extraits aqueux et méthanolique de la

mémeplante ont démontré des teneurs de 3.07 et 3.42 mg EAG/g, respectivement.
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Cela explique que les résultats de la quantification des composés phénoliques totaux ne
peuvent fournir une estimation précise des teneurs de ces composés dans les extraits. Cela
s'explique par le fait que, malgreé la sensibilité de la méthode de Folin Ciocalteu, le réactif utilise
peut réagir également avec les acides aminés aromatiques des protéines, en particulier le
tryptophane, ainsi qu'avec les glucides réducteurs tels que le glucose et le fructose, ainsi que la
vitamine C, entrainant des problémes d'interférences. Par conséquent, il convient de noter que
ces facteurs peuvent influencer les mesures et conduire a une estimation moins précise des

teneurs réelles en composés phénoliques dans les extraits (Ghedadba et al., 2014).

De méme, le profil phénolique des extraits des plantes peut varier sous I'influence de
divers facteurs parmi lesquels: la variété, le climat, la localisation géographique, les différentes
maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité ainsi que la température et la nature du

solvant d’extraction (Sousa et al., 2008;Conde et al., 2009).

Concernant les flavonoides, Dans une étude réalisée par Boudra et Boutine, (2017) sur
les feuilles de Malva sylvestris, une concentration de 52,4 mg EQ/extrait a été trouvée en
utilisant le méthanol comme solvant. Concernant M.vulgare L, I’étude réalisée par Benayache
et al. (2016) sur ’extrait éthanolique de la plante récoltée de la région de Batna, a révélé que
la teneur en flavonoides est de 5.0+0.05 pug EQ/mg et ces résultats sont définitivement inférieurs
du notre. Cette différence entre les résultats pourrait étre expliquée par les conditions

opératoires réaliseées au cours du dosage et les solvants utilisés.

4. L’activité antioxydante
4.1 Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composes, avec différents groupements
fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits
pourrait mener a des résultats dispersés selon l'essai utilisé. Par conséquent, une approche avec
des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus instructif et

méme nécessaire (Ozturk et al., 2007).

L’activité antiradicalaire des composés polyphénoliqus contenus dans les extraits

préparés est évaluée en mesurant leurs capacités de piéger le radical libore DPPH (2.2'-

38



Résultats et discussion

diphényl-1- pycrilhydrazyl) sa couleur violette foncée se transforme en jaune lors de sa

réduction (capté par les produits testés) (Zeghad, 2009).

Pour examiner le potentiel antiradicalaire de différents extraits de feuilles des deux
plantes Marrubium vulgare L et Malva sylvestris L ainsi que 1’acide ascorbique, nous avons
utilisé la méthode DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl), qui repose sur un radical stable selon

le protocole décrit par Mansouri et al. (2005).

Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures suivantes:

90

80
70
60
50

40 . .
acide ascorbique %

% d'inhibition

30

20

10

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
les concentrations (mg/ml)

Figure 14 : Activité anti-radicalaire de I’acide ascorbique (test DPPH).
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Figure 15: Activité antiradicalaire de I’extrait hydro éthanoliques de Malva sylvestris L
Par le (test DPPH).
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Figure 16 : Activité antiradicalaire de ’extrait hydroéthanoliques de Marrubium vulgare
L par le (test DPPH).

A partir de ces courbes, on a remarqué que le pourcentage d’inhibition (PI) du radical
libre de I’extrait hydroéthanolique des deux plantes et de I’acide ascorbique augmente en

fonction de la concentration. De plus, on a remarqué que le pourcentage d’inhibition de
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M.sylvestris L varie entre 84,4 % et 86,3% et de83.2 % a 85.8 % pour M. vulgare L.

Ainsi, M. sylvestris L et M. vulgare L ont présenté un pourcentage d'inhibition de DPPH
supérieur au standard qui a une forte activité inhibitrice (81.5% a 3 mg/ml) et une faible activité
(8,15%a 0.5 mg/ml).Cela indique une activité antioxydante plus forte des deux plantes étudiées
et que les composés présents dans les plantes ont la capacité de neutraliser efficacement les
radicaux libres DPPH. En effet, la capacité antioxydante peut varier en fonction de divers
facteurs tels que la région de croissance, les conditions environnementales et les méthodes

d'extraction.

Les valeurs de Pl calculées par Bouguenna et son équipe (2022) montrent quel’extrait
hydrométhanolique de Malva sylvestris L posséde un effet piégeur trés faible vis-a- vis le radical
DPPH. Dautres auteurs ont rapporté, dans une étude sur les parties aériennes de Malva
sylvestris, une activité de neutralisation du DPPH de 24 % a une concentration de 20 pg/ml
(DellaGreca et al., 2009). Alors que, les études Barros et al. (2010) et Tabaraki et al. (2012)
ont confirmé que les feuilles de Malva sylvestris L ont des propriétés anti-oxydantes fortes.

Cette forte activité peut étre expliquée par 1’action des antioxydants qui est supposée
étre due a leur capacité de donation d’atomes d’hydrogeéne ou d’électrons dérivée
principalement de ’hydroxyle du cycle A des flavonoides (Le et al., 2007). Autrement dit, les
flavonoides largement présents dans les plantes ont la capacité de neutraliser les radicaux

superoxyde et hydroxyle par transfert d'électrons uniques (Choi et al., 2002).

Concernant la plante Marrubium vulgare L., I’étude effectuée par Rezgui et ses
collaborateurs. (2021) montre que I’extrait méthanolique de M.vulgare récoltée de la région
de Tunisie présente des capacités d'inhibition du 46,41 % mais ces derniers ont utilisé un
protocole différent. De plus, Amraoui(2022) a évalué I’activité antioxydante de 1’huile
essentielle et de I’extrait brut méthanolique de la méme espéce récoltée de la région de Sidi
Bel Abbes par le test de DPPH, I’extrait des feuilles a présenté un PI de 84.31% a une
concentration de (1000 pg/ml) par contre a la plus faible concentration (62.5 pg/ml) le

pourcentage d’inhibition est de17.10%.

Cette variation significative sur les données de I’activité antioxydante de la plante est

due a la localisation de la population ainsi que les conditions édapho-climatiques et les
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parameétres météorologiques, ce qui entraine des différences dans la composition chimique des

métabolites et les bio-activités de la plante (Pineli et al., 2012).

5. Résultatsde I’antibiogramme

La résistance des souches a été testée vis-a-vis 9 antibiotiques et les résultats ont été
traités selon les recommandations de la CASFM (2020) (tableau 9).

Tableau 09: ’antibiogramme des souches bactériennes.

ntibiotiques

PRL| PT E FA | VA | OFX| OX C TE

Escherichia coli

ATTC25923

Pseudomonas
aeruginosa R R R R R S R R R

ATCC27853

Klebseilla
pneumoniae R R R R R R R R R

ATCC4352

Bacillus cereus

ATCC11778

Staphylococcus
aureus R S R S S S | R S

ATCC11778

Staphylococcus

clinique

R : Résistante S : sensible | : intermédiaire
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PRL : (Piperacilline), PT :(Pristinamycine), E :( Erythromycine), FA : (Acide fusidique)
VA : (Vancomycine), OFX :(Ofloxacine), OX :(Oxacilline), C :(Chloramphénicol)
TE :( Tétracycline).

D’aprés les résultats de ’antibiogramme (tableau 9), la bactérie la plus résistante a tous
les antibiotiques a été Klebsiella pneumoniae.De méme, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereus et Staphylococcus cliniqgue ont été résistantes a tous les
antibiotiques sauf I’ofloxacine. Alors que, Staphylococcus aureus a été sensible a presque la

totalité des antibiotiques (Pristinamycine, Acide fluidique, Vancomycine et tetracycline et

I’ofloxacine) ; (voir annexe 3).

6. Activité antimicrobienne

Beaucoup de travaux ont été menés sur le pouvoir antimicrobien des produits naturels
entre autres les extraits des plantes. Lors de cette étude, L activité antimicrobienne des extraits
hydroéthanoliques de la partie arienne (les feuilles) des plantes Malva sylvestris et Marrubium
vulgare sur la souche fongique Aspergillus niger et quelques souches bactériennes Gram
positif et Gram négatif a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose (MH). La

sensibilité des souches testées se traduit par ’apparition de zones d’inhibition.

L’échelle d’estimation de I’activité antimicrobienne est donnée par (Moreira et al.,
2005). IIs ont classé le diamétre des zones d’inhibition (D) de la croissance microbienne

comme suit :

= Non sensible (-): <8 mm.
= Sensible (+): 9 <D <14 mm.
= Trés sensible (+ +): 15<D <19 mm.

= Extrémement sensible (+++): D >20 mm

Apreés 24h d’incubation a 37°C, les boites de Pétri ont été récupérées et les zones
d’inhibition ont été mesurée. Les résultats sont mentionnés dans le tableau 10.
L’activité antifongique des extraits in vitro contre Aspergillus a été effectuée sur un milieu PDA
et la mesure des diamétres des zones d’inhibition de Aspergillus niger de chaque extrait, a été

effectuée apres 7 jours d’incubation & 28°C.
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Tableau 10 : Diamétres des zones d’inhibition de I’extrait hydroéthanolique de Malva

sylvestris et Marrubium vulgare.

Concentration100mg\ml

Concentration 200 mg\ml

Souches
M.vulgare | M.sylvestris | M.vulgare M.sylvestris
Escherichia coli
07 07 07 07
ATTC25923
Pseudomonas
aeruginosa 07 12+ 0,3 07 12+ 0,3
ATCC27853
Klebseilla
pneumoniae 07 10 +0,04 07 10+0,1
ATCC4352
Bacillus cereus
10+£0,01 06 11+0,12 06
ATCC11778
Staphylococcus
aureus 07 06 07 06
ATCC25923
Staphylococcus
o 09 06 09 07
clinique
Aspergillus niger 06 06 06 06

Les valeures représentent la moyenne des zones d’inhibitiont SD. Le DMSO ou

diméthyl_sulfoxyde est un solvant organique soufré utilisé pour dissoudre I'extrait et il na eu

aucun effet sur les souches. Donc, l'activité antibactérienne est due a I'extrait uniqguement.
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D’aprés le (tableaul0), I'extrait de Malva sylvestris a révélé les résultats suivants :

X/

% Les micro-organismes qui n‘ont pas représentés aucune sensibilité a I'extrait sont :
Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, staphylococcus clinique,

Aspergillus niger avec un diamétre ente 6et 7mm.

X/

» Les bactéries qui ont été sensibles a I’extrait sont :
- Klebsiella pneumoniae avec un diamétre d’inhibition égale a10mm

- Pseudomonas aeruginosa avec un diamétre d’inhibition égale a 12mm

Les résultats de Mansouri et Chebili (2021) ont confirmé que la bactérie Pseudomonas
aeruginosa a été sensible aux extraits hydro-éthanolique, chloroformique, et butanolique de la

méme plante.

De plus, Bouguenna et al. (2022) ont trouves que les extrait testé (hydro-éthanolique,
hydro-méthanolique ...etc) de Malva sylvestris L n’ont aucun un effet inhibiteur sur la

croissance du champignon Aspergillus niger.

L’extrait de Marrubium vulgare a présenté les résultats suivants :

% Les micro-organismes resistants a I’extrait de Marrubium vulgare sont : E.coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Aspergillus

niger.
% Lesbactéries sensibles a I’extrait de M.vulgare sont :

- Bacillus cereus avec une zone d’inhibition égale a 10mm

- Staphylococcus aureus moins sensible avec un diamétre ne dépasse pas 9mm.

Ces résultats indiquent que l'effet antibactérien est plus ou moins important selon la
nature de la souche (Djahra et al., 2015). Cette différence est expliquée par la variété des
facteurs tels que les conditions ambiantes, facteurs écologiques, méthodes d’extraction

(Bouguenna et al., 2022).

D'autre part ’activité antifongique varie en fonction de la localité d’échantillonnage des
feuilles, de I’extrait testé et de sa concentration, et du type de la souche fongique (Bouterfas et
al., 2016).
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Tableau 11: concentration minimale inhibitrice et bactéricide des extraits

hydroéthanoliques.

CMI CMB
Les souches bactériennes
M.sylvestris | M.vulgare | M.sylvestris | M.vulgare
Pseudomonas aeruginosa
12 5 / 100 /
Klebsiella pneumoniae 25 / 100 /
Bacillus cereus / 12.5 / 50
Staphylococcus clinique / 12.5 / 100

La concentration minimale inhibitrice ou CMI est la plus petite concentration de 1’agent
antibactérien suffisante pour inhiber in vitro la croissance d’une souche bactérienne. Elle
renseigne sur le potentiel bactériostatique de I’agent antibactérien utilisé (Mckinnon et Davis,

2005).

Les résultats obtenus (tableau 11) ont montré que I'extrait hydroéthanolique des feuilles
de M. sylvestris a présenté une activité antibactérienne faible par rapport aux résultats de Razavi
et ses collaborateurs (2011) qui ont évalué I’activité antimicrobienne des extraits

méthanolique des feuilles de cette plante.

D’autre part, la concentration inhibitrice minimale (CMI) de I’extrait éthanolique de
M. sylvestris dans le travail de Zare et son équipe (2012) a été estimée de 0,70 mg/ml contre

Pseudomonas aeruginosa.

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration d'un agent
antibactérien nécessaire pour tuer une bactérie particuliére. Elle peut étre déterminée a partir
des tests de concentration minimale inhibitrice (CMI). Les CMB de M. vulgare contre K.
pneumoniae et B. creus ont été de 100 mg/ml et 50 mg/ml, respectivementet de 100 mg/ml de

M. sylvestris contre P. aeruginosa et K. pneumoniae.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales sont des sources idéales des métabolites secondaires, ce qui
explique leur utilisation croissante dans les différents domaines. Dans le présent travail,
différents aspects de I’extrait hydroéthanolique de deux plantes Malva sylvestris et Marrubium
vulgare ont été étudiés: screening phytochimique, activités antioxydante et antimicrobienne.

Le screening phytochimique a montré la richesse de I’extrait hydroéthanolique de la
plante Marrubium vulgare en composées phénoliques, flavonoides, stéroides, coumarines,
saponins, composees réducteurs, tanins, mucillage, terpenoides et polyuronides. Par contre,
I’extrait hydroéthanolique de Malva sylvestris n’a révélé que la présence des flavonoides,

composées phénoliques, coumarines et stéroides.

De plus, les résultats de dosage des polyphénols ont montré que les deux extraits sont
riches en polyphenol avec des teneursde 104,49 + 0,05 ug EAG/ml et 102,2 + 0,11ug EAG/mI
pour les plantesM. sylvestris et M .vulgare, respectivement. Tandis que, ces plantesont des
teneurs en flavonoides estimés de 18,05 +0,04ug EQ/mI pour M.sylvestris et 10,05 + 0,02
EQ/ml pour M.vulgare.

L’activité antioxydante a été mise en évidence par le test DPPH et les deux extraits ont

montré des pourcentages d’inhibition du radical libre elevés.

D’autre part, les deux extraits possedent un effet inhibiteur faible ou modéré sur
quelques souches bactériennes pathogénes. Cependant ils se sont révelés inactifs contre
Aspergillus niger. De méme, les résultats de I’antibiogramme ont indiqué que la plus part des

souches bactériennes sont résistantes aux différentes familles d’antibiotiques
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Perspectives

La présente étude nous a permis de dégager les perspectives suivantes :
- L’activité antioxydante doit étre prouvée par d’autres tests in vitro et in vivo.
- La détermination des molécules actives qui sont responsables de ces effets.

- L’évaluation de I’activité inhibitrice des extraits doit étre élargie a d’autres souches

pathogénes.
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Annexe 1

Composition des milieux de culture

» Gélose Muller Hinton:

Peptone de CaSBINe.........cccueieeiieriiiie e 17.5¢/L
Infusion de viande de baeuf..........ccoeeevvieeiiiiiiiie, 2,0g/L
AMIAON ..o 1,50/L
AGA e 15,0g/L
PH 7.4+0.2

> Gélose nutritive:

Extrait de VIande...........ooovvvvviieiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeee 1,00/L
EXtrait de leVUre .........ooevieeiieeeeeeee e 2,0g/L
ST 01 (0] o R UPRUSPRRN 5,0g/L
o T | RS UUSSURRSPRRSTR 15,0g/L
PH. 7.4
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Figure : préparation des milieux de culture
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Annexe 3

Résultats d’antibiogramme

Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

Escherichia coli Staphylococcus clinique
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Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa
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Résumé

Malva sylvestris et Marrubium vulgare sont des plantes médicinales tres utilisés depuis longtemps pour
leurs propriétés thérapeutiques contre diverses pathologies. La présente étude vise a analyser le pouvoir
antimicrobien et antioxydant ainsi que le screening phythochimique de ’extrait hydroéthanolique de ces plantes.
Le screening phytochimique a montré la richesse de 1’extrait hydroéthanolique de la plante Marrubium vulgare
en métabolites secondaires en comparaison avec ’extrait hydroéthanolique de Malva sylvestris 1’estimation
quantitative par dosages colorimétriques des polyphénols totaux et des flavonoides a indiqué que les extraits sont
caractérisés par des teneurs remarquablement élevées (104,49 + 0,05mg EAG / mg d’extrait; 18,05 + 0,04EQ / mg
d’extrait) pour M.sylvestris et (102,2 + 0,11mg EAG / mg d’extrait; 10,05 + 0,02EQ / mg d’extrait) pour M.vulgare.
L’évaluation de I'activité antioxydante des extraits par le test DPPH a présenté des pourcentages d’inhibition
élevés. La méthode de diffusion sur milieu gélosé (MH pour les bactéries et PDA pour le champignon) est utilisée
pour évaluer I’activité antimicrobienne vis-a-vis six souches bactériennes et un champignon et les résultats ont
révélé ’effet inhibiteur de I’extrait de M.sylvestris contre Pseudomonas aeruginosaATCC27853 et Klebseilla
pneumoniae ATCC4352 et de I’extrait de Marrubium vulgare contre Staphylococcus clinique et Bacillus
cereusATCC11778. Cependant ils se sont révélés inactifs contre Aspergillus niger

Mots clés : Malva Sylvestris L, Marrubium vulgare L, activité antibactérienne, activité antioxydante, polyphénols,

flavonoides, screening phytochimique.

oetdal
Baxtiell Bizdle) lopasluag] 1k lalapiol Bpdall ) il s (1 Malva sylvestris Marrubium vulgare
Gl sladl sadgial) ilsapedll a5 83l 52l mall 5 <l 5 yeliall 53l mall Blled) it l) Sl Vo aaey il jadll Ciliga aa
O3y )i 3 ) S all Marrubium vulgare L <l @l silsd)) sslall palgisal) o) b el gilsad) aprdll, <l o3
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