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Les plantes médicinales sont la source d’une immense variété de molécules bioactives. 

Ces substances naturelles ont des intérêts multiples mis à profit dans l’industrie pharmaceutique 

en particulier, qui utilise encore une grande proportion de médicaments d’origine végétale 

(Aquaron, 2005).  

Une plante est dite médicinale lorsqu’au moins une partie possède des propriétés 

curatives ou préventives d’une ou de plusieurs maladies (Bruneton, 1999). Parmi ces 

différentes familles de plantes médicinales, on trouve les lamiacées qui sont l’une des familles 

connues depuis longtemps pour leurs propriétés médicinales, aromatique ou culinaire. Elle 

renferme différentes plantes telles que : la menthe, le basilic, la sauge et aussi le marrube blanc 

(Marrubium vulgare) (Youssef, 2006) 

Le Marrubium vulgare est une plante médicinale fréquente dans toute l’Algérie, plus 

précisément dans notre région : la Kabylie où elle est utilisée depuis longtemps dans le 

traitement de divers troubles. Traditionnellement, elle a été utilisée pour traiter des affections 

telles que les maladies du foie et de la vésicule biliaire, la constipation, les infections des voies 

respiratoires, les ballonnements, ainsi que les douleurs et crampes abdominales (Hesini et al., 

2007). Cette plante est un réservoir potentiel de composés attribué aux métabolites secondaires 

(Boudjelal, 2013). Les polyphénols sont parmi ces composés, largement retrouvés chez les 

végétaux. Ils sont de plus en plus reconnus pour leurs diverses activités biologiques, dont la 

plus importante étant l'activité antioxydante et antibactérienne (Nawaz et al., 2006). 

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre les systèmes oxydatifs et 

antioxydants de l'organisme. Il a en effet été décrit comme un agent causal critique impliqué 

dans de nombreuses maladies humaines chroniques tels que le cancer, les maladies 

cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives, l'inflammation, le diabète sucré et le 

vieillissement (Uttara et al., 2009). Ces dommages oxydatifs sont obtenus par l'attaque des 

radicaux libres sur diverses biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et l'ADN ; ce 

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

En outre, les infections bactériennes sont causées par divers micro-organismes et sont à 

l'origine des maladies les plus meurtrières et des épidémies les plus répandues. De nombreux 

antibiotiques ont été développés pour les traiter, mais leur abus a aboutit à l'émergence de multi-

résistances bactériennes (Hesini et al., 2007). 
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Le but principal de notre étude est d’élucider in vitro l’activité antioxydante et anti- 

bactérienne des extraits des feuilles de Marrubium vulgare. Pour atteindre cet objectif, le 

présent travail sera divisé en deux parties :  

- Une partie bibliographique dans laquelle seront rapportées certaines informations de base 

nécessaires pour la compréhension du travail expérimental relatives à la plante étudiée et les 

principales activités biologiques.  

- Une partie expérimentale dans laquelle seront exposés le matériel utilisé et la méthodologie 

adoptée ainsi que la présentation des résultats et leur discussion.  

 

 

 

 



 

 

 

 

Chapitre I: Synthèse 

bibliographique  
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I.1. Généralités sur Marrubium vulgare 

Certaines plantes possèdent des propriétés thérapeutiques et sont classées comme 

plantes médicinales (Farnsworth et al., 1986). 

Environ 35 000 espèces de plantes sont utilisées dans le monde à des fins médicinales, 

qui constituent la plus grande biodiversité utilisée par les êtres humains (Iserin, 2001). Les 

plantes médicinales continuent de répondre à un besoin important malgré l'influence croissante 

du système sanitaire moderne (Elqaj et al.,2007). 

I.1.1. Présentation de la plante 

Marrubium vulgare L. ou marrube blanc est une espèce très répandue dans le bassin 

méditerranéen et utilisée pour ses vertus thérapeutiques (Figure 1) (Djahra et al., 2013). 

 

Figure 1-Photo originale du Marrubium vulgare 
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I.1.2.  Systématique  

L'espèce Marrubium vulgare appartient à l'ordre des Lamiales, qui fait partie du vaste 

groupe des angiospermes, également connues sous le nom de plantes à fleurs(Hennebelle et 

al., 2007). Selon la classification systématique établie par l'APG III (Angiosperm Phylogeny 

Group 2003), cette plante est catégorisée de la manière suivante : elle appartient au règne des 

plantes (Plantae), plus précisément au sous-règne des plantes vasculaires (Tracheobionta) et à 

l'embranchement des plantes à graines (Spermatophyta). Au sein de la division Magnoliophyta 

(plantes à fleurs), elle est classée dans la classe Magnoliopsida (dicotylédones) et plus 

spécifiquement dans la sous-classe Asteridae. L'ordre auquel elle appartient est Lamiales, la 

famille est Lamiacées, le genre est Marrubium, et enfin, l'espèce est Marrubium vulgare.  

Cette classification botanique permet de situer de manière précise Marrubium vulgare 

dans le règne végétal et de comprendre ses relations taxonomiques avec d'autres plantes. 

Marrubium vulgare, couramment appelé marrube commun, est ainsi intégré dans la grande 

diversité des angiospermes. 

I.1.3. Nom vernaculaire  

Les noms donnés à la plante sont les suivants : en Algérie est connue par le nom Marriouth 

(Quezel., 1963), Merrîwt au Maroc (Bellakhdar., 1997), Marroubia en Tunisie (Boukef., 1986). 

En Anglais : Harehound, en Italien : Marrubbio. Selon (Bonnier. ; 1909), 

I.1.4. Description botanique 

M. vulgare est une plante herbacée annuelle ou vivace des Lamiacées au port coriace, 

ligneux et ramifié, racine pivotante ou nombreuses racines latérales fibreuses et nombreuses 

tiges, quadrangulaires, dressées, très duveteux, de 20 à 100 cm de haut (Yabrir, 2019). Feuilles 

pétiolées, elliptiques ou arrondies, avec des bords dentés et une face inférieure blanchâtres et 

douce (Figure 2). Le fruit est de quatre akènes. Toute la plante a une odeur forte, piquante et 

un gout amer (Aouadhi, 2010). Elle porte de petites fleurs blanches de 12 à 15 mm de long en 

corolle à deux lèvres. La lèvre inférieure est trilobée, la lèvre supérieure est double et le calice 

a 10 dents, court et accroché (Quezel, 1962).                                                                                                                                                
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Figure 2-Morphologie des fleurs et fruits de M. vulgare (Boullard, 2001). 

Le genre Marrubium compte 40 espèces dans le monde (Kharazian, 2017). En Algérie, 

il existe 6 espèces différentes : Marrubium vulgare, Marrubium supinum, Marrubium 

peregrinum, Marrubium alysson, Marrubium alyssoïde Pommelet et Marrubium deserti de Noé 

(Quezel et Santa, 1963).          

I.1.5. Composition chimique  

La partie aérienne du marrube blanc contient plusieurs métabolites secondaires. Le 

principal métabolite de cette plante a été identifié en tant que marrubiine, un diterpène labdane 

furanique, ainsi que la présence du pérégrinol, du vulgarol, du marrubénol et du marrubiol 

(Ghedabda et al.,2014) 

D’autres composés sont présents dans la plante, parmi lesquels on peut citer les 

flavonoïdes (quercétine, l’apigénine, lutéoline…), les tanins (l’acide gallique), des dérivés de 

l’acide hydroxycinnamique (acide cholorogénique, caféique, caféylquinique, ainsi que 

plusieurs phenylpropanoides esters tels que les forsytoside, arenarioside, ballotetroside, 

alyssonoide, verbascosides (acteosides), des huiles essentielles comportant différents composés 

monotérpéniques (α-pinène, camphène, lomonène...) (Boudjelal et al., 2012). La plante est 
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aussi caractérisée par la présence d’autres composés tels que les alcaloïdes (stachydrine, 

bétonicine), les sels minéraux, et les stéroïdes (Sahpaz et al., 2002). 

I.1.6. Propriétés thérapeutiques    

Marrube blanc possède nombreuses propriétés thérapeutiques. En général, son 

utilisation caractéristique et la plus courante dans la médecine populaire est de traiter les 

maladies respiratoires et gastro-intestinales. Cependant, dans l'usage traditionnel tunisien, la 

plante est aussi utilisée comme agent hypotenseur, hypoglycémiant et cardiotonique (Kadri et 

al., 2011). Il est considéré comme antitussif et utilisé au cours des infections bronchiques aigues 

et bénignes, il donne des résultats satisfaisants dans le cas des inflammations de la gorge, en 

décoction les feuilles sont utilisées pour les soins de la vésicule biliaire (Hseini et al., 2007).        

En infusion, le marrube est administré en cas d’asthme, fièvre, manque d’appétit, 

agitation, insomnie et soulage les gastralgies. En décoction, elle est conseillée en cas de diabète, 

diarrhée, et pour embellir les cheveux. En gouttes auriculaires, elle est employée contre les 

otites. En cataplasme sur les tempes, on l’utilise contre la fièvre et sur les abcès et furoncles 

crevés afin de les panser et les cicatriser (Tahri et al., 2012). 

I.1.7. Toxicité  

C'est une plante amère à caractère salin et ne peut donc pas être tolérée s'il y’a une 

gastro-entérite ou des situations de nausées ou de vomissements ou encore en cas de dyspepsie 

(Aouadhi, 2010). 

I.1.8. Métabolites secondaires 

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées à 

partir de métabolites primaires, elles sont produites en très faibles quantités. Nous distinguons 

trois classes principales : les composés phénoliques, les alcaloïdes et les terpènes, chacune de 

ces classes contient divers composés à large activité en biologie humaine. (Krief, 2003). Notre 

intérêt dans cette étude est essentiellement focalisé sur les polyphénols. 
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I.1.8.1 Composés phénoliques 

Appelés également les polyphénols, sont des molécules spécifiques naturelles largement 

répandues, avec plus de 8000 structures phénoliques connus dans le règne végétal qui ont une 

importance croissante notamment grâce à leurs effets bénéfiques sur la santé (Koechlin-

Ramonatxo, 2006) 

L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau 

benzénique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle ainsi que des groupes 

fonctionnels (ester, méthyle ester, glycoside) ; 

Les composés phénoliques sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs, 

racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits (Chopra et al.,1986). Les principales classes de 

composants phénoliques sont : les flavonoïdes qui représentent plus de la moitié des 

polyphénols, acides phénoliques, tanins, coumarines. 

I.2. Activité anti-oxydante  

I.2.1. Radicaux libres 

Un radical libre est une espèce chimique possédant un électron célibataire sur sa couche 

périphérique, rendant ainsi cette espèce chimique particulièrement instable. Lorsque cet 

électron célibataire est situé sur un atome d’oxygène, on parle alors « d’espèces réactives de 

l’oxygène » (ERO) (Durand et al., 2013). En effet, ce radical libre aura toujours tendance à 

remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en 

oxydant un autre composé (Goudable et al., 1997). 

Les radicaux libres attaquent d’autres molécules afin de trouver des substituts à leurs 

électrons manquants. Après que l’électron d’une molécule a été volé par un radical libre, elle 

devient un nouveau radical libre et continue à attaquer d’autres molécules (Figure I-3) 

(Valerie, 2019). 
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Figure 3- Neutralisation de RL par un antioxydant (Valerie, 2019) 

I.2.1.1 Origine des radicaux libres 

Les radicaux libres, à la fois les espèces réactives de l'oxygène (ROS) et les espèces 

réactives de l'azote (RNS), sont dérivés des deux sources : endogènes (mitochondries, 

peroxysomes, réticulum endoplasmique, etc) (Phaniendra et al., 2014) ; et de sources 

exogènes principalement des facteurs environnementaux dans notre mode de vie (l’exposition 

aux rayons UV, les radiations ionisantes, les métaux lourds, pollution atmosphérique, 

tabagisme, le contact avec des agents cancérigènes et l’alcool, des médicaments tels que 

Halothène, Paracétamol, etc) entraînant une production accrue d’espèces réactives de l’oxygène 

dans notre corps (Figure 4) (Pham-huy et al., 2008). 

 

Figure 4: Origines des radicaux libres (Favier, 2006). 
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I.2.1.2 Action des radicaux libres 

Parmi tous les radicaux libres susceptibles de se former dans les cellules, il convient de 

distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rôle particulier en 

physiologie (Favier, 2003) 

 Les radicaux libres remplissent de nombreuses fonctions critiques dans le corps en 

contrôlant le flux sanguin dans les artères, en combattant les infections et en gardant le 

cerveau alerté et concentré. 

 Les cellules phagocytaires impliquées dans la défense de l'organisme produisent et 

mobilisent des radicaux libres d'oxygène pour détruire les bactéries et autres cellules de 

corps étrangers qu'elles ingèrent. 

 À l'instar des antioxydants, certains radicaux libres à de faibles niveaux sont des 

molécules de signalisation, c'est-à-dire qu'ils sont responsables de l'activation et de la 

désactivation des gènes.  

 Certains radicaux libres tels que l'oxyde nitrique et le super oxyde sont produits en très 

grande quantité par les cellules immunitaires pour empoisonner les virus et les bactéries.  

 Certains radicaux libres tuent les cellules cancéreuses. En fait, certains médicaments 

anticancéreux visent à augmenter la quantité de radicaux libres dans le corps (Khan et 

al., 2018). 

I.2.2. Différents types des ROS 

Parmi toutes les espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il 

convient de distinguer trois groupes (Favier, 2003) :  

Les radicaux primaires, qui constituent un ensemble restreint de composés radicalaires 

et dérivent de l'oxygène par des réductions à un électron tels l'anion superoxyde O2
•- et le radical 

hydroxyle OH•, ou de l'azote tel le monoxyde d'azote NO•. Ils jouent un rôle particulier en 

physiologie.  

Les radicaux secondaires se forment par réaction des radicaux primaires sur les 

composés biochimiques de la cellule.  

D'autres espèces dérivées de l'oxygène dites espèces actives de l'oxygène, comme 

l'oxygène singulet (1O2), le peroxyde d'hydrogène (H2O2) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne 
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sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent être des précurseurs de 

radicaux. Tableau I. 

 

Table I-Principaux radicaux libres (Haton, 2005). 

Oxygène 

 
O2 

Oxygène singulet 1O2 
 

Anion super oxyde 

 
O2

•- 
 

Radical hydroxyle 

 
OH 

 

Radical hydroperoxyle 

 
HOO 

 

Radical peroxyde 

 
ROO 

 

Hydroperoxyde 

 
ROOH 

 

Radical alkoxyle 

 
RO• 

 

Peroxyde d'hydrogene 

 
H2O2 

 

Radical oxyde nitrique 

 
NO• 

 

 

I.2.3. Stress oxydatif 

Le stress oxydatif peut être défini comme un déséquilibre entre le système de défense 

antioxydant et la production des radicaux libres. Ce déséquilibre peut être causé par une 

nutrition insuffisante en antioxydants, une surproduction endogène ou une exposition 

environnementale à des facteurs pro-oxydants. Il peut infecter et endommager les 

macromolécules, les cellules, les tissus, les organes et tout le corps. Une fois ces 

macromolécules endommagées, leurs fonctions de base dans le métabolisme cellulaire 

changeront, entrainant diverses maladies (Durackova et al., 2010) 
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I.2.4. Antioxydants 

Un antioxydant est défini comme étant toute substance capable de neutraliser ou réduire 

les dommages causés par les radicaux libres dans l’organisme et permettant de maintenir, au 

niveau de la cellule, des concentrations non-cytotoxiques des EROs. En d’autres termes, un 

antioxydant retarde significativement ou prévient l’oxydation des substances comme les lipides, 

les protéines, les DNA et les carbohydrates. Les antioxydants exercent leur protection à 

différents stades de l’oxydation lipidique par l’intermédiaire de différents mécanismes.   

I.2.4.1 Antioxydants endogènes 

L’organisme humain possède un système enzymatique, constitué principalement de 

trois enzymes : la super oxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx) 

(Avissar et al., 1989). 

La SOD convertit l'anion superoxyde en eau oxygénée (H2O2), qui est un substrat pour 

la CAT et le GSH-Px. La catalase métabolise le H2O2 en H2O et oxygène. La GSH-Px réduit le 

H2O2 et les hydro-peroxydes organiques en réagissant avec le glutathion (GSH).  

I.2.3.2 Antioxydants exogènes 

Les antioxydants exogènes, comme les vitamines E et C, peuvent exister dans 

l'organisme sur membrane cellulaire et dans le milieu intracellulaire et extracellulaire. Ils 

réagissent avec les ROS pour éliminer ou de les inhiber. L'intérieur lipidique hydrophobe des 

membranes exige un éventail diffèrent d'antioxydants. La vitamine E liposoluble est 

l'antioxydant le plus important dans cet environnement, protégeant contre la perte d'intégrité de 

la membrane. Les antioxydants liposolubles jouent un rôle important dans la prévention de la 

peroxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) dans les membranes biologiques. Les 

antioxydants hydrosolubles, comme la vitamine C, jouent un rôle clé dans la neutralisation des 

ROS dans la phase hydrophile (Munteanu et al., 2021).  

D'autres petites molécules antioxydantes sont également naturellement présentes dans 

le plasma, tel que l'acide urique et la bilirubine. Récemment, on a constaté que les poissons, les 

huiles de poisson, et quelques légumes contiennent les acides gras furannes qui neutralisent les 

radicaux libres (Toro et Rodrigo., 2009). 
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I.2.5. Méthodes d’évaluation de l'activité antioxydante 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de l'activité antioxydante, pour 

tester la capacité de piégeage d’un radical libre par un extrait de plante, par exemple : 

DPPH•. (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) ; FRAP (Ferric reducing antioxidant power) et ABTS•+ 

(Acide 2, 2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique).  

I.3. Activité antibactérienne  

L'être humain est exposé aux microbes dès la naissance, peu à peu, ces derniers 

colonisent son revêtement cutanéo-muqueux et provoque des infections (Kaufmann, 1997), ce 

sont la cause des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues. De nombreux 

antibiotiques sont développés pour les traiter. Cependant, leur utilisation abusive est à l’origine 

de l’apparition de la multi-résistance bactérienne (Abdallah et al., 2019).  

Selon ce dernier auteur, la maîtrise des infections bactériennes devient complexe du fait 

que de nombreuses bactéries ont développé une résistance à la plupart des antibiotiques, ce qui 

a constitué un problème de santé important à l’échelle mondiale. En plus, il y a une 

préoccupation concernant les effets indésirables des molécules synthétiques destinées à la lutte 

contre les infections bactériennes. Il semble donc important de trouver une alternative à 

l’utilisation des antioxydants synthétiques et des antibiotiques classiques. Afin de mettre sous 

contrôle de nouvelles infections de nouveaux principes actifs à base de plante sont utilisés 

comme source de composés antimicrobiens (Coolborn et al., 2010). 

I.3.1. Antimicrobiens et résistance bactérienne  

Le terme agent antimicrobien fait référence à un groupe de composés ayant la capacité 

d’éliminer ou de réduire les infections bactériennes (CCE., 2001). Les antibiotiques font partie 

également des antimicrobiens, ils jouent un rôle important dans le traitement des maladies 

contagieuses, ce qui entraine leur surutilisation et une utilisation sélective (Levy, 1992). L’abus 

d’antibiotiques est à l’origine de la résistance des bactéries aux agents antimicrobiens connus 

d’où l’importance d’orienter les recherches vers la découverte de nouvelles molécules 

naturelles comme les extraits bruts des plantes qui ont commencé à attirer beaucoup d’attention 

en tant que source potentielle de molécules antimicrobiennes (Ykhlef et al., 2011). 
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I.3.1.1 Antibiotiques  

Du Grec anti signifiant « contre » et bios « la vie » (Chardon et al., 2014). 

Les antibiotiques sont des substances ou agents produits par des micro-organismes ou dérivés 

de ceux-ci, qui détruisent ou inhibent la croissance d’autres micro-organismes vivants (Yala et 

al., 2001).  

I.3.2. Techniques d’évaluation de l’activité antibactérienne 

Les techniques d’évaluation de l’activité antibactérienne peuvent être mise en évidence 

en milieu solide qu’en milieu liquide (Inouye, 2003). 

I.3.3.1 Technique de diffusion sur disque de cellulose  

C’est la technique la plus connue et la plus utilisée actuellement, elle consiste à 

ensemencer une suspension bactérienne sur un milieu gélosé en boite de pétri. La substance à 

tester est ensuite imprégnée sur un disque de cellulose ; ce dernier est déposé sur la boite de 

pétri. Durant l’incubation, la substance est alors censée diffuser dans la gélose (à la surface 

et/ou dans la masse), ce qui crée un gradient de concentration dépendant de la substance 

(Fontanay et al., 2015). 

 I.3.3.2 Technique en milieu liquide (méthode de dilution) 

La méthode en milieu liquide peut se décliner en 2 techniques distinctes : soit en tube, 

appelée « macro-méthode en milieu liquide » ; soit en plaque à 96 puits (fond en « U »), appelée 

« micro-méthode en milieu liquide » ; cette dernière est une technique automatisable, à la 

différence de la macro-méthode. 

Dans le cas de la technique dite en « micro-méthode », le plan des plaques est le suivant 

: la gamme de concentrations est réalisée par dilution sériée dans l’eau et/ou le dispersant, 

l’inoculum bactérien est ajouté dans les puits correspondants. Les microplaques ainsi préparées 

sont incubées 24 h à 37°C. La croissance bactérienne se traduit par l’apparition d’un trouble 

dans le puits (Fontanay et al., 2015). 
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I.3.3. Description des bactéries étudiées 

I.3.3.1 Escherichia coli 

Est une bactérie Gram négatif, non sporulant, en forme de bâtonnet, anaérobie 

facultative et coliforme (Campbell et al., 2002), généralement mobiles grâce aux flagelles et 

de 2 à 6 Um de long. Tandis que sa largeur est de 1,1 à 1,5 um (Steven et al., 2004) ; elle 

représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues (Guillou, 2016).  

I.3.3.2 Staphylococcus aureus 

Ces espèces sont des Cocci à Gram positif sphérique et de 0,8 à 1 um de diamètre 

(Steven et al., 2004), anaérobie facultative formant un biofilm. C'est la principale cause 

d'infections de la peau et des tissus mous (Malik et al., 2022). 



 

                                                                                                                                                  50                                                                                                                                                

 

Chapitre II:  Matériel et méthodes  



Chapitre II                                                                         matériel et méthodes 

15 

 

II.1. Matériel 

II.1.1. Matériel végétal  

Notre étude a été portée sur une espèce de plante de la famille des lamiacées qui est le 

Marrubium vulgare, connue par sa richesse par les substances actives. 

Seule la partie aérienne (feuilles) a été utilisée puisque à ce niveau se trouvent la majorité des 

principes actifs responsables des activités biologiques. 

II.1.1.1 Récolte de la plante  

Notre plante étudiée a été collectée au mois de février 2023 dans la région de Draa El 

Gaide Kherrata qui est caractérisée par un climat sec. 

II.1.1.2  Séchage et broyage  

Après la récolte, les feuilles de la plante sont soumises à un rinçage à l’eau de robinet 

pour éliminer les impuretés, le sol, la poussière et autres particules, ensuite elle a été coupée en 

petits morceaux pour accélérer le séchage qui a été réalisé dans un endroit obscur, sec et bien 

aéré pendant 15 jours (Figure 5). 

Le matériel végétal destiné à l’extraction a été broyé en poudre fine pour permettre une 

meilleure extraction, à l’aide d’un moulin à café (M&D 220-240V, 50/60Hz, 120W). 

La poudre obtenue suite au broyage a été tamisée à l’aide d’un tamis de plus petit 

diamètre disponible (125 μm), pour récupérer à la fin une poudre très fine. La poudre a été 

ensuite conservée dans des bocaux en verre hermétiquement fermés et stockés à l’abri de la 

lumière (Figure 6) ; qui va servir ensuite à la préparation des extraits et à la quantification des 

composés phénoliques ainsi qu’à l’évaluation de l’activité anti-oxydante et anti-bactérienne. 
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Figure 5-  : Photo originale pour coupage et rinçage des feuilles du Marrubuim 

vulgare  

 

Figure 6- (1) Séchage - (2) Broyage - (3) Poudre (4) Conservation (photos 

originales ) 

II.2. Méthodes 

II.2.1. Extraction 

L’extraction est effectuée par la méthode de macération qui est une opération de 

transfert de matière entre une phase qui contient la matière à extraire « solide », et un solvant 

d’extraction « liquide » à température ambiante (Herzi, 2013). 

Afin d’extraire les composés actifs de la plante étudiée (feuilles de Marrubium) on a 

utilisé trois solvants de polarités différentes : l’éthanol, le méthanol et l’acétone (Annexe 03) . 

Nous avons opté pour le protocole décrit par Romani et al., (2006). Une quantité de 10 g de la 

poudre de Marrubuim est macérée à température ambiante pendant 24 heures avec 100 mL de 

solvants. 

1 2 3 4 
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Cette macération est répétée cinq fois jusqu’à épuisement de la poudre avec filtration et 

renouvellement du solvant à chaque fois. 

 Les filtrats sont ensuite récupérés et évaporés dans la hotte pour éliminer le maximum 

du solvant, puis laissés se sécher à l’étuve (Annexe 03) à 40°C. Nous avons obtenu une série 

de trois extraits (EA, EM, EE) qui sont pesés afin de déterminer leurs rendements. Ce dernier 

est calculé selon la formule suivante : 

 

 

Sachant que : 

Rendement Ext % : Rendement d’extraction en pourcentage ;                                        

P0 : Poids de cristallisoir vide en gramme ;                                                                               

P1 : Poids de cristallisoir après évaporation en gramme ;                                                     

E : Poids de l’échantillon en gramme. 

 

II.2.2. Analyses phytochimiques 

Afin de vérifier la présence ou l’absence des composés chimiques les plus importants 

dans les extraits de la plante, on a effectué quelques tests sur les trois extraits : acétonique, 

éthanolique et méthanolique. Dans le but de rechercher des molécules responsables des activités 

biologiques intéressantes, il est préférable de déterminer la composition chimique des extraits 

végétaux. Une étude phytochimique sera menée afin de détecter les classes des composés que 

contient la plante étudiée. Les tests phytochimiques sont basés sur des essais de solubilité 

(Bouterfas et al., 2014).  

II.2.2.1  Dosage des polyphénols totaux 

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu 

(FC) (Boizot et al., 2006). Un volume de 200 μL d’extrait (échantillon) est mélangé avec 1 mL 

du réactif FC et 800 μL de Na2CO3 à 75 g/L dans l’eau distillée. Le mélange est agité et incubé 

à l’obscurité et à température ambiante pendant une heure et l’absorbance est mesurée à 765 

nm par un spectrophotomètre UV. Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique/g 

Rendement Ext % = [(P1- P0) /E] × 100 
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de matière végétale sèche en se référant à la courbe d’étalonnage de l’acide gallique (25-

100μg/mL). 

N.B :  

Trois essais ont été effectués pour chaque échantillon. 

Un blanc a été préparé en remplaçant l’extrait par 0.2 mL du méthanol + 1mL de Folin-

Ciocalteu + 0.8 mL de carbonate de sodium. 

II.2.2.2  Dosage des flavonoïdes 

La teneur en flavonoïdes des extraits a été déterminée par spectrophotométrie (Annexe 

03) selon Djeridane et al., (2006), en utilisant une méthode basée sur la formation d'un 

complexe flavonoïde-aluminium, ayant le maximum d'absorbance à 430 nm. La Quercétine a 

été utilisée comme standard pour construire la courbe d'étalonnage.  

Un volume de 1 mL d'échantillon a été mélangé séparément avec 1 mL d'une solution 

éthanolique de chlorure d'aluminium (AlCl3) à 2 %. Après incubation à température ambiante 

pendant 10 min, l'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée à 430 nm avec un 

spectrophotomètre UV-Vis et la teneur en flavonoïdes a été exprimée en mg par g d'équivalent 

quercétine. 

N.B:  

Trois essais ont été effectués pour chaque échantillon.                                                       

Un blanc a été préparé en remplaçant le AlCl3 par 1 mL de méthanol +1mL d’extrait. 

II.2.2.3  Dosage des tanins condensés 

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode à la vanilline en milieu acide. Cette 

méthode est basée sur la capacité de la vanilline à réagir avec les unités des tanins condensés 

en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré à 500 nm. La réactivité de la 

vanilline avec les tanins n’implique que la première unité du polymère. Les quantités des 

tannins sont estimées en utilisant la méthode de vanilline décrite par Julkunen-Titto 1985. 

Une concentration de 1000μg/mL a été testée pour les trois extraits. 
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Un volume de 500 μL de l’extrait est ajouté à 3000 μL de la solution vanilline/méthanol 

(4%, m/v) puis mélangé à l’aide d’un vortex. Ensuite, 1500 μL de l’acide chlorhydrique 

concentré (HCl) à 37% est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir à la température 

ambiante pendant 15 min. L’absorbance est mesurée à 500 nm.  

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires 

en utilisant de la catéchine comme contrôle positif. 

Trois essais ont été effectués pour chaque échantillon. 

Le Blanc : est préparé dans les mêmes conditions que l’échantillon (500μL méthanol+ 

3mL vanilline+1,5 mL HCl). 

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent de la catéchine par gramme 

de la matière végétale sèche (mg EC/g) (Price et al., 1978).  

II.2.3. Évaluation de l’activité antioxydante 

II.2.3.1  Méthode de réduction des radicaux libres DPPH• 

L’effet anti-radicalaire des échantillons est évalué in vitro par la méthode de DPPH (2,2-

diphényl-2-ppicryl-hydrazyle) décrite par Ohinishi et al., (1994). 

La solution du DPPH (C18H12N5O6) est solubilisée dans le méthanol pour en obtenir une 

solution de 0.1 mM. (Annexe 03)  

Dans des tubes secs, des volumes de 1 mL de chaque solution de notre échantillon à 

différents concentrations (0-100 μg/mL) sont ajoutés à 1 mL de la solution méthanoïque du 

DPPH•. 

Parallèlement, un contrôle positif est préparé en mélangeant 1 mL de méthanol avec 1 

mL de la solution méthanoïque de DPPH•. Le mélange réactionnel est agité vigoureusement et 

ensuite gardé à l’abri de la lumière à la température ambiante. Après 30 min d’incubation à 

l’obscurité, la lecture de l’absorbance est faite à 517 nm par un spectrophotomètre UV Visible. 

(Annexe 03)  
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Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés à ceux obtenus par l’acide 

ascorbique et Butyl Hydroxy Anisol (BHA) pris comme antioxydants standards, et pour chaque 

concentration, le teste est répété 3 fois. (Ohinishi et al., 1994). 

L’activité est définie par l’indice de la réduction de l’activité anti-radicalaire en 

pourcentage été calculée selon l’équation suivante : 

 

Sachant que : 

Abs blanc : Absorbance du contrôle (DPPH+méthanol). 

Abs échantillon : Absorbance de l’échantillon   

II.2.3.2  Méthode de réduction des radicaux-cation ABTS•+ 

L’activité anti radicalaire est également évaluée par le test de décoloration du radical 

cation ABTS•+. Selon la technique utilisée par Harrouche et al., (2019). 

L’ABTS est dissous dans l’eau distillée à une concentration de 7 mM. La solution du 

radical cation ABTS•+ est obtenue en incubant (Annexe 03), pendant 16 h à l’obscurité et à la 

température ambiante, un mélange à volumes égaux de la solution mère d’ABTS avec une 

solution persulfate de potassium à 2,45mM (K2S2O8) dissous dans l’eau distillée (Harrouche 

et al., 2019). 

La solution ABTS•+ est diluée avec de l’éthanol jusqu’à une absorbance de 0,700±0,02 

à 734 nm avant l’utilisation. Ensuite, 1,9 mL de la solution d’ABTS•+ est mélangé avec 100 μL 

de chaque extrait ou du standard (acide ascorbique et le trolox) à différentes concentration (0-

150 μg/mL). Les absorbances sont mesurées à 734 nm après une incubation de 10 min à 

l’obscurité et à la température ambiante. Trois essais sont effectués pour chaque concentration 

testée et les résultats exprimés en pourcentage d’inhibition (Harrouche et al., 2019). 

Le pourcentage d'inhibition est calculé selon la formule suivante : 



Chapitre II                                                                         matériel et méthodes 

21 

 

 

Sachant que : 

Abs blanc : Absorbance du contrôle (ABTS + méthanol). 

Abs échantillon : Absorbance de l’échantillon  

II.2.3.3  Méthode de réduction du fer FRAP 

La détermination du pouvoir réducteur de produit est réalisée selon la méthode décrite 

par Chew et al., (2009). Ce test est basé sur la réduction des ion ferrique (Fe+3) qui sont présents 

dans le composé K3Fe(CN)6 en ions ferreux (Fe+2), en présence d’un antioxydant qui possède 

le pouvoir de céder des électrons. 

Le test FRAP a été réalisé selon la procédure de Benzie et Strain., (1996). En bref, le 

réactif FRAP a été préparé à partir de tampon acétate de soduim à 300 mM (pH 3,6), solution 

TPTZ) à 10 mM dans 40 mM de HCl et 20 mM de solution de chlorure de fer (III) dans des 

proportions de 10 :1 :1 (v/v), respectivement. La solution de FRAP a été préparée par le 

Mélange de 25 mL du tampon + 2.5 mL de la solution TPTZ + 2.5 mL de la solution de FeCl3 

à l'obscurité (Agitation à 37°C). 

Un volume de 150 μL d’échantillon a été ajouté à 2850 μl du réactif FRAP. L'absorbance 

du mélange réactionnel a ensuite été enregistrée à 593 nm après 30 min d’incubation. La courbe 

standard était construite avec une solution de l'acide ascorbique selon une série de 

concentrations de 12,5 à 100 μg/mL) 

Les résultats sont exprimés par milligramme équivalent d'acide ascorbique par gramme 

de l'échantillon (mg EAA/g E). 
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II.2.4. Évaluation de l’activité antibactérienne 

L'évaluation de l'activité antibactérienne de l'extrait de Marrubium vulgare peut être réalisée en 

utilisant la méthode de détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) sur 

milieu liquide, également connue sous le nom de méthode de dilution par des microplaques. 

II.2.4.1  Souches bactériennes testées 

Le matériel microbiologique utilisé dans cette étude constituée de 2 souches 

bactériennes. Ce sont des bactéries à Gram positif et à Gram négatif pathogènes pour l’Homme, 

dont la plupart sont résistantes aux antibiotiques. 

II.2.4.2  Préparation des suspensions bactériennes 

À partir de cultures jeunes des différentes souches, on prélève quelques colonies 

Isolées et identifiées sur le milieu de culture à l’aide d’un écouvillon puis le décharger dans un 

tube de 10 ml de l’eau physiologique stérile (NaCl 0.9%). La suspension bactérienne a été bien 

agitée à l’aide d’un vortex. L’opacité de ces suspensions est équivalente à 0.5 Mc Farland. 

II.2.4.3  Préparation des solutions mères 

Échantillon 

Préparation d’une concentration de 10 mg/mL de l’extrait acétone dans 1 mL de 

diméthyle sulfoxyde (DMSO) et 4 mL d’eau distillée, et le solubiliser pour avoir une teneur de 

20% de DMSO. 

II.2.4.4  Détermination des concentrations minimales inhibitrices  

La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus faible 

concentration capable d’inhiber toute croissance bactérienne visible à l’œil nu, après un temps 

d’incubation de 18 à 24h (Martini, 1998). La méthode de micro-dilution en milieu liquide 

(BMH) (Annexe 02) a été utilisée dans des microplaques à 96 puits (8 rangées de 12 puits 

numérotés de 1 à 12). 

 

 Préparation de la microplaque  
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Afin d’obtenir des concentrations décroissantes de l’extrait acétonique, Une série de 

dilution selon une progression géométrique ½ a été effectuée (1000-31.25 μg/mL).  

Un volume de 180 μL de BMH (Annexe 02) a été placé dans le premier puits de la 

microplaque, 20 μL d’une solution mère d’extrait acétone préparée (10 mg/mL dans le DMSO 

20%) ont été rajoutées. Un volume de 100 μL du contenu de la première cupule été prélevé puis 

déposé dans la cupule adjacente et ainsi de suite. À partir de l’inoculum standardisé à 108 

UFC/mL, 50 μL ont été déposés dans toutes les 96 cupules de la microplaque (sans dans celles 

correspondants aux témoins négatif). (Annexe 03)  

Une rangée de cupules ne contenant que du MHB (sans bactéries) (Annexe 02) et une 

autre que de DMSO (2%) (Avec inoculum bactérien) sont utilisées comme étant des témoins 

négatifs.  

Les microplaques sont ensuite incubées dans l’étuve à 37°C pendant 24 h. Ensuite, La 

croissance bactérienne, si elle a lieu, se traduit par l’apparition d’un trouble dans le puits 

(croissance des germes étudiés). 

Après la lecture de la CMI, et dans le but de déterminer la CMB, un écouvillon est 

imprégné dans les puits sans croissance visible à l’œil nu (extrait les plus actifs), ensuite 

l’ensemencement est fait en stries serrés de haut en bas sur une gélose des boites de pétri. Les 

boites sont incubées dans l’étuve à 37°C pendant 24 h. Après l’incubation, la CMB correspond 

à la plus petite concentration qui ne donne aucune croissance bactérienne. 

II.3. Analyse statistique 

Les courbes et les graphiques sont tracés par Microsoft Excel 2007. L'étude statistique 

est effectuée à l'aide du logiciel Graph Pad Prism 7.04. Les résultats des tests qui ont été 

effectués sont exprimés en moyenne ± écart type. La signification statistique est déterminée par 

le test 

ANOVA-oneway et les différences sont considérées statistiquement significatives au 

niveau de p≤ 0,05. 
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Dans cette partie de notre travail, nous allons exposer tout d’abord l’ensemble des 

résultats obtenus dans les études phytochimiques, ensuite ceux relatifs aux activités 

antioxydante et antibactérienne des extraits de Marrubium vulgare 

III.1. Rendement d’extraction 

On a obtenu, à partir des parties aériennes de la plante M. vulgare, trois extraits (acétone, 

méthanol et éthanol) en utilisant la technique de macération. À partir de 10 g de la poudre 

macérée dans chaque solvant, on a eu des résultats de rendements exprimés en pourcentage de 

masse d’extrait par rapport à la masse initiale du matériel végétal.  
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Figure 7-Rendement d’extraction. 

Le rendement d’extraction est effectivement variable en fonction du solvant utilisé. À 

partir des résultats obtenus, l’extrait méthanolique a donné le rendement le plus élevé (37.82%) 

suivi par l’extrait éthanolique dont le rendement est égal à (25.96%) et enfin l’extrait acétonique 

qui a montré le rendement le plus faible (11. 24%). Donc, la majeure partie des composés de 

l’extrait des feuilles de Marrubium vulgare se retrouvent dans l’extrait méthanolique. 

Le rendement de l'extrait méthanolique obtenu dans notre étude est significativement 

supérieur à celui rapporté par Shapaz et al., (2002) qui était de 4,57%. D'autre part, l'étude de 

Ghedadba et al., (2014) a révélé un rendement d'extraction de 10,9% à partir d'échantillons de 

la région de Touffana, située à 52 km de la ville de Batna ; qui est inférieur à celui de la présente 
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étude. En outre, Erdogan-Orhan et al., (2010) ont réalisé une extraction par lixiviation à chaud 

en utilisant l'acétone comme solvant, résultant d’un rendement de 6,6%, également inférieur à 

celui obtenu dans notre étude (11,24%). 

Notre extrait éthanolique présente une teneur plus élevée par rapport à celle rapportée 

par Hameg et Taleb (2018) dans la région Bouzeguene de la Wilaya de Tizi-Ouzou. Ces 

auteurs ont obtenu un rendement de 12% en utilisant une masse végétale de 10g. De plus, elle 

est également nettement supérieure à celle obtenue par Boulila et al., (2015) dans trois régions 

climatiques tunisiennes, qui ont enregistré un rendement de 8,9% en utilisant une masse 

végétale de 10g. 

Il a été rapporté que l’utilisation de plusieurs solvants de polarités différentes permet 

d’obtenir le maximum de constituants chimiques des plantes (Fleurentin et al., 1991). 

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux des autres études, car le rendement 

de l’extraction n’est que relatif et dépend de plusieurs facteurs à savoir les propriétés génétiques 

de la plante ainsi que l’origine géographique et les conditions de la récolte (Lee et al., 2003). 

Il est également influencé par la nature du solvant, la méthode d’extraction appliquée, la durée 

de macération, la vitesse d’agitation du matériel végétal dans le solvant, la température, la 

nature chimique de l’échantillon et la durée de séchage (Koné et al., 2017). 

Dans la présente étude, la méthode d’extraction par macération sous agitation permet 

d’accélérer le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec 

l’extrait tout en préservant la bioactivité de ses constituants. De même, le déroulement de cette 

extraction à température ambiante ainsi que l’épuisement d’extrait a permis d’obtenir le 

maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable par les 

températures élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction. 

III.2.  Études phytochimiques 

L’étude phytochimique vise à comprendre et avoir une idée de la quantité et de la qualité 

des composés secondaires que renferme la plante ou une partie de la plante ; dans notre cas, en 

s’est concentré sur la partie aérienne (feuilles) de plante de marrube blanc. 

Afin d’analyser les extraits préparés à partir des feuilles de Marrubium vulgare, un 

dosage des polyphénols totaux, des flavonoïdes ainsi que des tanins condensés a été effectué. 
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La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des 

propriétés antioxydantes des plantes leur sont attribuées (Li et al., 2007). 

III.2.1. Teneur en polyphénols totaux 

La méthode de Folin-Ciocalteau a été utilisée pour déterminer la teneur en polyphénols, 

qui est basée sur la réduction du réactif de Folin par les groupements oxydables des composés 

phénoliques en présence d'un milieu alcalin. Cette réaction conduit à la formation de produits 

de réduction de couleur bleue, permettant ainsi d'évaluer la quantité de polyphénols présents 

(Talbi et al., 20l5). 

Les teneurs en polyphénols qui correspondant à l’extrait acétonique, éthanolique et 

méthanolique sont déterminées en se référant à une courbe d’étalonnage utilisant l'acide 

gallique comme standard (Annexe 01) et les résultats sont exprimés en milligramme 

d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait de la matière végétale sèche (mg 

EAG/gd’extrait), selon l’équation suivante : Abs = 0,0069 [AG] – 0,0174 ; R² = 0,996. En plus 

de sa sensibilité, cette méthode de dosage présente une reproductivité puisque l’absorbance est 

étroitement corrélée à la concentration de l'acide gallique utilisée dans la gamme d’étalonnage. 

Après une heure d'incubation, une couleur bleue apparait dans les trois extraits à des 

intensités variables et cela est dû à la présence des polyphénols. L'intensité de cette couleur, qui 

va du bleu clair au bleu foncé, est directement liée à la concentration en polyphénols et à leur 

capacité à réduire le réactif Folin-ciocalteu. Les résultats obtenus sont représentés dans la 

Figure 8. 
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Figure 8-Teneur en polyphénols des extraits (EA, EM, EE) 

Pour chaque graphique, les valeurs suivies d'une lettre différente étaient significativement différentes 

(P˂0,05). Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type 

Les résultats présentés dans la Figure III-2 indiquent que les extraits acétonique et 

éthanolique de Marrubium vulgare sont les plus riches en polyphénols, avec 133,72 ± 8.86 et 

119 ± 8.08 mg EAG/g (P>0.05), respectivement. Tandis que l'extrait méthanolique est le plus 

pauvre en polyphénols (P<0.05), avec une quantité de 53,77 ± 4.03 mg EAG/g d'extrait. 

L'étude menée par Ghedadba et al., (2014) a montré des résultats contradictoires par 

rapport à notre étude, indiquant que la concentration la plus élevée en polyphénols a été mesurée 

dans l'extrait méthanolique de Marrubium vulgare. Cette disparité de résultats peut être 

attribuée à plusieurs facteurs, tels que les variations climatiques régionales et les différences 

dans les méthodes d'extraction utilisées, qui peuvent influencer la composition chimique des 

extraits. 

Dans une autre étude effectuée par Mssillou et collaborateurs en 2021 sur la même 

plante récoltée au Maroc, les résultats ont indiqué que la teneur totale en polyphénols était plus 

élevée dans l’extrait acétonique (112.09 mg EAG/g E) par rapport à l'extrait éthanolique qui a 

donné une valeur de 98.77 mg EAG/g E. Ces résultats concordent avec ceux de notre étude, 

notamment, avec des valeurs très proches. En effet, le contenu phénolique d'une plante dépend 

d'un certain nombre de facteurs intrinsèques (génétique) et extrinsèques (environnement et 

stockage) (Falleh et al., 2008). 
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III.2.2. Teneur en flavonoïdes 

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium 

(AlCl3) (Bosku et al., 2004). 

La teneur en flavonoïdes correspondant à l’extrait acétonique, éthanolique et 

méthanolique est déterminée en se référant à une courbe d’étalonnage établie avec la Quercétine 

(Annexe 01) et les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent Quercétine par gramme 

d’extrait de la matière végétale sèche (mg EQ/gd’extrait), selon l’équation suivante : Abs = 

0,0426 [Q] + 0,0263 ; R²=0,998. 

Après l'addition de la solution de chlorure d'aluminium (AlCl3). Une coloration jaunâtre 

se forme dans les trois extraits. Cette coloration indique la présence de flavonoïdes dans les 

extraits analysés, et son intensité varie en fonction de la concentration en flavonoïdes de chaque 

extrait. Cette coloration est le résultat de la formation d'un complexe entre le chlorure 

d'aluminium et les flavonoïdes. Les résultats du dosage des flavonoïdes sont présentés dans la 

Figure 9. 

 

Figure 9-Teneur en flavonoïdes des extraits (EA, EM, EE). 

Pour chaque graphique, les valeurs suivies d'une lettre différente étaient significativement différentes 

(P˂0,05). Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type 

La teneur la plus élevée des flavonoïdes a été obtenue dans l’extrait acétonique (30.21 

± 0.12 mg EQ/g E), suivie de l’extrait éthanolique (16.83 ± 0.50 mg EQ/g E). Cependant, 

seulement 6.83 ± 0.04 mg EQ/g E sont trouvés dans l’extrait méthanolique. Cela montre que la 
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teneur en flavonoïdes varie significativement selon les différents extraits utilisés. Les 

différences sont toutes significatives (p<0.05). 

Dans leur étude Ghedadba et al., (2014), ont trouvé la teneur en flavonoïdes de 18 mg 

EQ /g d’extraits pour les extraits méthanolique. Ces résultats sont supérieurs aux résultats qu’on 

a trouvés pour le même extrait (6.83 ± 0.04mg EQ/g E). Ceci peut être attribué à plusieurs 

facteurs. Dans l’étude de Mssillou et collaborateurs (2021), l’extrait acétonique a donné la 

concentration la plus élevé que l’extrait èthanolique avec des valeurs de 21.08 mg EQ/g extrait 

et 17.65 mg EQ/g d’extrait, respectivement. Ce qui est en accord avec nos résultats. 

III.2.3. Teneur en tanins condensés 

La teneur des tanins condensés a été obtenue à partir d’une courbe d’étalonnage établie 

avec des concentrations croissantes de catéchine (Annexe 01). Les résultats sont exprimés en 

mg équivalent de catéchine par gramme de matière sèche (mg EC/g) selon l’équation suivante 

: Abs = 0,0024 [C] + 0,0386 ; R²= 0,992. Après l’addition de la solution de vanilline, une 

couleur rose qui se forme dans le mélange révèle la présence des tanins. Néanmoins, dans la 

présente étude, on n’a pas eu cette couleur ; ce qui indique l’absence de tanins dans les extraits 

testés. En l’occurrence, l’étude de Ghedadba et al., (2014) a rapporté des teneurs plus élevées 

dans l’extrait éthanolique par rapport à l’extrait méthanolique faiblement riche en tanins. 

Nous pouvons alors conclure que l’extraction des tanins condensés dépend de leur 

nature chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires. Et leurs teneurs peuvent être 

variables aussi en raison de plusieurs facteurs tels que : la sensibilité des tanins à des plusieurs 

voies de dégradation (l'oxydation, la lumière...), le stade de maturité, les conditions culturales, 

climatiques, pédologiques ou le stress de prédation (Mahmoudi et al., 2013). 

III.3. Évaluation de l’activité antioxydante 

Il n’existe pas, à l’heure actuelle, de méthode universelle, unique et fiable évaluant la 

capacité antioxydante. En effet, pour juger de l’effet antioxydant global d’un extrait d’une 

ressource végétale ou alimentaire, l’utilisation de plusieurs tests d’activité est nécessaire (Cao 

et al., 1998). Dans ce présent travail, l’activité antioxydante des extraits de Marrubium vulgare 

a été évaluée in vitro par différentes méthodes : le test du DPPH, ABTS et FRAP ; ce qui nous 

a permis de mieux étudier l’effet antioxydant. 
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III.3.1.  Inhibition du radical DPPH• 

Le DPPH• (diphényl picrylhydrazyl) est un radical libre organique, habituellement 

utilisé comme un réactif pour évaluer l’activité anti-radicalaire des antioxydants (Hidayat et 

al., 2017). Cette méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH• en 

présence d'un antioxydant qui donne un hydrogène. La forme non radicalaire est ainsi formée 

(Bortolomeazzi et al., 2007). Au cours du dosage, une dégradation de la couleur de la solution 

DPPH•, en présence de l’échantillon ou de la référence (acide ascorbique et la BHA), peut être 

suivie par spectrophotométrie en mesurant la diminution de l’absorbance à une longueur d’onde 

517 nm.  

En calculant pour chaque concentration le pourcentage d'inhibition correspondant, on a 

tracé la courbe, qui représente la variation du pourcentage d'inhibition en fonction des 

concentrations de l'extrait ou de standard, cela permet de déterminer l'IC50, qui est inversement 

lié à la capacité antioxydante, car elle exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer 

la concentration du radical libre de 50%. Cela veut dire que plus l'IC50 est faible, plus 

l'antioxydant est puissant. La Figure 10 représente les pourcentages d’inhibition du radical 

DPPH•par les standards utilisés, l’acide ascorbique (Vit C) et la BHA. 
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Figure 10-Pourcentages d’inhibition du radical DPPH• par les standards, la Vit C 

et la BHA. 
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Les résultats indiquent que la vitamine C présente une activité antioxydante plus 

puissante que la BHA dans le test DPPH. À une concentration de 25 μg/mL, la vitamine C a 

montré un taux d'inhibition maximal d'environ (95.98 ± 3.10%). En revanche, la BHA a atteint 

un taux d'inhibition maximal d'environ (83.49 ± 2.29%). De plus, la concentration inhibitrice 

50% (IC50), qui représente la concentration nécessaire pour inhiber 50% de l'activité du radical 

DPPH•, était de l'ordre de 5.47 ± 0.16 μg/mL pour la vitamine C et de 6.03 ± 0.13 μg/mL pour 

la BHA. Cela indique que la vitamine C a une concentration inhibitrice (50%) plus faible 

(P<0.05), ce qui suggère une plus grande efficacité dans la neutralisation du radical DPPH• par 

rapport à la BHA. 

Après 30 min d’incubation de la solution DPPH•-extrait (à différentes concentrations), 

la coloration violette vire vers une coloration jaune pour les 03 extraits, ce changement de 

couleur est dû à la réduction de DPPH•, ce qui montre que les échantillons ont un effet de 

piégeage du radical DPPH•. Les résultats du pouvoir anti-radicalaire par le DPPH• des différents 

extraits de Marrubium vulgare sont illustrés dans la Figure 11 
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Figure 11-Pourcentages d’inhibition du radical DPPH• par les extraits 

La Figure 11 présente les pourcentages d'inhibition du radical DPPH• obtenus par les 

différents extraits du Marrubium vulgare à des concentrations allant de 62,5 à 2000 μg/mL. On 

peut observer que l'activité anti-radicalaire des extraits évolue en fonction de l'augmentation 

des concentrations, et que le pourcentage d'inhibition augmente progressivement. Les résultats 

indiquent qu’à concentration de 2 mg/mL l’extrait éthanolique présente le plus haut pourcentage 
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d'inhibition du radical DPPH•, avec un taux de 97,93 ± 1.13%. Il est suivi par l'extrait acétonique 

avec un pourcentage d'inhibition de 96,79 ± 0.54%, et enfin l'extrait méthanolique avec un 

pourcentage d'inhibition de 88,03 ± 0.23%. Ces valeurs sont toutes statistiquement 

significatives (p<0.05). 

Ces résultats démontrent que l'extrait éthanolique est le plus efficace parmi les extraits 

testés pour réduire le radical DPPH•, suivi de près par l'extrait acétonique. L'extrait 

méthanolique présente également une activité antioxydante significative, bien que légèrement 

moins efficace que les deux autres extraits. 

Les résultats d’IC50 du radical de DPPH•sont illustrés dans la Figure 12 
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Figure 12-Valeurs des IC50 de Vit C, BHA et les extraits EA, EE, EM 

Pour chaque graphique, les valeurs suivies d'une lettre différente étaient significativement différentes 

(P˂0,05). Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type 

D'après la Figure 12, les IC50 de l'extrait éthanolique, acétonique et méthanolique sont 

de l'ordre de :94.10 ± 7.43, 111.4 ± 2.62 et 115.7 ± 1.50 μg/mL ; respectivement.  En comparant 

les IC50 de l'acide ascorbique et de la BHA avec ceux des extraits, on constate que les IC50 

des extraits sont nettement plus élevés. Cela signifie que les extraits nécessitent des 

concentrations plus importantes pour inhiber 50% du radical DPPH• par rapport à l'acide 
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ascorbique et à la BHA. Par conséquent, cela suggère que les extraits ont une activité anti-

radicalaire relativement faible. 

L'extrait méthanolique de Marrubium vulgare présente une activité antioxydante faible 

en ce qui concerne le piégeage du radical DPPH•, avec un IC50 de 115,7 ± 1.50 μg/mL (P<0.05). 

Ces résultats sont en accord avec ceux de l'étude d'Orhan et al., 2010, qui affirme que l'extrait 

méthanolique est moins actif que l'extrait acétonique de la même plante. Cependant, ces 

résultats sont en contradiction avec l'étude de Pukalskas et al., 2012, qui a démontré que 

l'extrait méthanolique de Marrubium vulgare de Pologne présentait une activité antioxydante 

remarquable dans la neutralisation du radical DPPH•. 

L’extrait éthanolique présente une meilleure activité antioxydante dans la neutralisation 

du radical DPPH• (P<0.05) avec un IC50 de 94.10 ± 7.43 μg/mL, ce qui est en parfaite 

concordance avec les résultats de Hayat et al., (2020) qui ont prouvé que cet extrait de 

Marrubium vulgare de deux différentes localités du nord-est du Maroc s’est avéré avoir une 

activité antioxydante remarquable dans la neutralisation du radical DPPH•. 

On pourrait conclure que la différence de l’activité antioxydante observée entre ces 

différentes études peut être expliquée par la variabilité des emplacements (Boulila et al., 2015), 

le moment de récolte des feuilles et la composition en différents composés phénoliques (La 

réduction du DPPH• n’est généralement pas due à l’action d’un seul composé mais à 

l’interaction entre plusieurs composés) (Hayat et al., 2020). 

III.3.2.  Réduction du radical-cation ABTS•+ 

L’inhibition du radical cationique ABTS•+ a été évaluée pour tester l’activité 

antioxydante des extraits de la plante. L’ABTS•+ réagit avec l’antioxydant et passe de la couleur 

bleu-vert à un état incolore. Cette transformation est suivie par la mesure de l’absorbance à 734 

nm et la détermination de la concentration inhibitrice des trois extraits (EA, EE, EM) en 

comparaison avec un antioxydant standard. 

La courbe d’étalonnage obtenue par le Trolox traduit le pourcentage d’inhibition du 

radical ABTS•+ en fonction des différentes concentrations allant de 0,025 à 0,3mM présenté 

dans l’annexe 01.  
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Le pourcentage d’inhibition maximal du radical ABTS•+ par la vit C est de 99.49 ± 

5.32% et par la BHA est de 98.38 ± 1.38 à une concentration de 150 μg/mL, représenté dans la 

Figure 13. 
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Figure 13-Pourcentage d’inhibition de radical ABTS•+ en présence de Vit C et 

BHA 

D’après les données expérimentales obtenues, on remarque que le taux d’inhibition du 

radical ABTS•+ augmente en fonction de la concentration des extraits. Pour la concentration de 

2 mg /mL d’extrait, le pourcentage d’inhibition est de 97,44 ± 0.22% pour l’extrait éthanolique, 

50,20 ± 0.10% pour l’extrait acétonique et 45,22 ± 0.26% pour l’extrait méthanolique et sont 

statistiquement significatifs (P<0,05). 

 



Chapitre III                                                                               Résultats et discussion 

35 

 

0 500 1000 1500 2000
0

20

40

60

80

100
Acétone

Méthanol

Ethanol

[Extraits]µg/mL

A
B

T
S

 %
 i

n
h

ib
it

io
n

 

Figure 14-Pourcentage d’inhibition du radical ABTS•+ des extraits EA, EE et 

EM. 

D’après la Figure 14, l’IC50 obtenu avec la Vit C est de 24.92 ± 1.32 μg/mL et par la 

BHA est de 30.23 ± 0.54 μg/mL. Et celles obtenues avec les extraits de M. vulgare sont de 

496,9 ± 11.56 μg/mL pour l’extrait éthanolique, 578,4 ± 12.34 μg/mL pour l’extrait acétonique 

et de 944,5 ± 14.22 μg/mL pour l’extrait méthanolique  
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Figure 15-Valeurs des IC50 des standards et des extraits EA, EE et EM. 
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Pour chaque graphique, les valeurs suivies d'une lettre différente étaient significativement différentes 

(P˂0,05). Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type. 

En comparant avec l’IC50 de l’acide ascorbique et la BHA, on remarque qu’elles sont 

nettement très inférieures par rapport à celles des extraits, ce qui indique que la capacité de 

piégeage des radicaux libres affiché par ces extraits est très faible que les standards.  

Nos résultats sont en accord avec ceux de Hayat et al., (2020), qui ont montré que 

l’extrait éthanolique est le plus actif par rapport à l’extrait méthanolique. 

III.3.3. Pouvoir réducteur de l'ion ferrique (FRAP) 

C’est un test rapide, reproductible et facile à exécuter pour évaluer l’activité 

antioxydante. Il exprime la capacité d’un composé à réduire le fer ferrique Fe3+ en fer ferreux 

Fe2+. Cette réaction se manifeste par le changement de la couleur du milieu réactionnel du jaune 

au bleu mesurable à 593 nm. Donc, une absorbance élevée indique que l’extrait possède un 

grand pouvoir réducteur (Bentabet et al., 2014). Dans cette étude, l’acide ascorbique est servi 

pour obtenir la courbe d’étalonnage (Annexe 01), qui a l’équation suivante : Abs =0,0156 [Vit 

C] - 0,0375 ; R²= 0,995 

Les résultats des composés réducteurs (antioxydants) dans nos échantillons sont 

exprimés en mg EAA/g E, illustrés dans la Figure 16. 

 

Figure 16-Pouvoir réducteur de EE, EA, EM comparativement au vit C 



Chapitre III                                                                               Résultats et discussion 

37 

 

Pour chaque graphique, les valeurs suivies d'une lettre différente étaient significativement différentes 

(P˂0,05). Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type 

Les résultats obtenus nous ont montré que la capacité de réduction est proportionnelle à 

l’augmentation de la concentration de nos extraits et des standards utilisés. D’après la Figure 

16, le pouvoir réducteur des extraits EE, EA et EM sont de l’ordre de : 23,37 ± 1.11, 20,05 ± 

1.57 et 12,86 ± 1.02 mg EAA/gE, respectivement ; dont la différence est statistiquement 

significative (P<0.05). Ces valeurs sont toutefois, nettement loin de celles obtenues avec le 

standard, la Vit C. 

Dans l’étude de Mssillou et collaborateurs (2021), l’extrait éthanolique a donné un 

pouvoir réducteur plus élevé que l’extrait d’acétone ce qui est en accord avec nos résultats. La 

différence du pouvoir réducteur de fer d’un extrait à l’autre peut être due à la différence de 

composition chimique et de teneur en composé phénoliques (Sudan et al., 2014). 

III.4. Activité antibactérienne 

Le pouvoir antibactérien de l’extrait acétonique de Marrubium vulgare a été déterminé 

par la méthode de dilution sur microplaques et la méthode d’ensemencement sur un milieu 

gélosé en utilisant deux souches bactériennes à Gram positif (Staphylococcus aureus) et négatif 

(Escherichia coli). Le solvant dilué (DMSO 1%) a été utilisé comme témoin négatif. 

III.4.1. Résultats des CMI 

Les résultats obtenus indiquent la présence d'un trouble dans tous les puits, ce qui 

suggère une croissance des germes étudiés. Cela signifie que l'extrait de la plante n'a montré 

aucune activité inhibitrice contre les souches utilisées à une concentration maximale de 1 

mg/mL. De même, le control négatif (DMSO 2%) n’a pas eu un effet sur les bactéries. 

Cette observation confirme l'absence d'activité antibactérienne de l'extrait de la plante. 

Toutefois, des tests de sensibilité aux antibiotiques n'ont pas été réalisés dans la présente étude 

pour déterminer si les souches sont sensibles ou résistantes aux antibiotiques.  

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Ghedadba et al., (2014), où l’extrait 

acétonique de Marrubium vulgare n’a montré aucune activité contre les mêmes deux souches 

utilisées dans notre étude, à une concentration allant jusqu’à 1000 μg/mL De même, dans 
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l’étude de Mssillou et al., (2021), l’extrait acétonique de cette plante n’a montré aucun effet 

inhibiteur contre S. aureus. 

On pourrait conclure alors que l'extrait acétonique de Marrubium vulgare ne possède 

pas d'activité inhibitrice contre les souches testées. 

Afin de confirmer les résultats et mettre en évidence la croissance bactérienne, nous 

avons choisi de réaliser un ensemencement à partir du premier puits où un léger trouble était 

observé par rapport aux puits à concentrations les plus faibles, où la turbidité était plus évidente. 

Les résultats sont exprimés dans la Figure 17 . 

 

En effet, l’extrait acétonique ne présente pas d’effet bactéricide avec la concentration 

testée sur l’ensemble des souches. Cette observation confirme l'absence d'activité 

antimicrobienne dans l'extrait testé, ce qui indique peut-être qu’il faut tester des entités 

chimiques isolées de l’extrait pour avoir un effet antibactérien. 

Les résultats ont indiqué que plusieurs paramètres peuvent influencer la détermination 

de l’activité antibactérienne comme : le type des micro-organismes ciblés, la méthode 

d’évaluation de l’activité antimicrobienne, la concentration, le type de l’extrait et 

particulièrement la nature et la structure moléculaire des molécules bioactives des métabolites 

secondaires (Cushnie et Lamb., 2011).

1 2 

Figure 17-Résultats d’ensemencement pour chaque souche bactérienne. (1 

: E. coli, 2 : S. aureus 
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Conclusion et perspectives 

Les plantes médicinales sont la source idéale de composés actifs, c'est pourquoi elles 

sont largement utilisées dans l'industrie pharmaceutique. Parmi ces composés les plus 

intéressants et les plus étudiés: les polyphénols. Dans cette étude, le profil en polyphénols, ainsi 

que les activités antioxydante et antibactérienne des extraits de la plante Marrubium vulgare, 

récoltée de la région de Draa El Gaide Kherrata sont évolués. 

       L'étude phytochimique de cette plante a révélé la présence de flavonoïdes et l’absence des 

tanins, dans les extraits de la plante. L’évaluation des polyphénols totaux par la méthode Folin-

ciocalteu a exhibé la présence de la plus grande quantité dans l'extrait acétonique et le même 

extrait a montré la teneur la plus élevée en flavonoïdes, tandis que les trois extraits éthanolique, 

acétonique et méthanolique sont déporvus en tanins. Par contre, la capacité antioxydante a 

montré que l’extrait éthanolique a été le plus actif quel que soit le test utilisé (DPPH/ ABTS/ 

FRAP). En outre, l’extraits acétonique n’a montré aucun effet contre les différentes souches 

bactériennes testées. 

En perspective. Cette étude n’est qu’une ébauche d’un travail qu’il faut poursuivre, 

étendre et approfondir afin de : 

 Connaitre tous les biens faits que cette plante peut nous apporter.  

 Identifier les constituants actifs, responsables de l’activité antioxydante de M. vulgare 

 Refaire l'activité antibactérienne en effectuant des tests sur les fractions ou composés 

isolés, et approfondir les recherches sur une large gamme de souches microbiennes. 

 Faire l’étude de toxicité in vivo. 
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Annexe 01 : Les courbes d'étalonnage. 
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Y = 0,0068x - 0,0043 
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Annexe 02 

 Composition des milieux de culture 

Gélose Muller Hinton : 19 g de GMH (poudre) dissout dans 500 ml d’eau distillé. 

Bouillon Muller Hinton : 5.25 g de BMH (poudre) dissout dans 250 ml d’eau distillé.     

 Préparation de l’étalon 0.5 Mc Farland  

Un étalon standard a été préparé composé de 50 μL de chlorure de baryum anhydre (BaCl2 

1,175%) ajouté à 9,95 mL d'acide sulfurique (H2SO4 1%). Le mélange avait une densité optique 

comprise entre 0,08 et 0,13 à 625 nm (Abu-Lafi et al., 2017). 
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Annexe 03 : réactif, matériel et produit utiliser  

Produits et réactifs utilisés Matériel Appareillages 

 
 ABTS 

 Acétone 

 Acide ascorbique 

 Acide chlorhydrique 

 Acide gallique 

 Acide sulfurique 

 Bouillon 

 Butyl Hydroxy Anisol 

 Carbonate de sodium 

 Chlorure de

baryum anhydre 

 Chlorure de fer 

 Diméthyle sulfoxyde 

 DPPH 

 Eau distillée 

 Eau physiologique stérile 

 Éthanol 

 Folin-Ciocalteu 

 FRAP 

 Gélose 

 Méthanol 

 Persulfate de potassium 

 Quercétine 

 Tampon acétate de 

sodium 

 TPTZ 

 Trichlorure d’aluminium 

 Trolox 

 vanilline 

 
 Barreau magnétique

 Bec benzène

 Béchers

 Boite de pétrie

 Cristallisoir

 Cuve

 Éprouvettes graduées

 Embout

 Erlenmeyer

 Flacons en verre

 Micropipette

 Microplaque

 Papier absorbant

 Papier aluminium

 Papier filtre

 Pense stérile

 Porte tubes

 spatule

 Tubes à essais

 
 Balance 

électrique 

 Plaque 

agitatrice 

 Moulin 

électrique 

 Spectrophoto 

mètre 

 PH-mètre 

 Étuve 

 Haute 

 Vortex 

 Bain marie 
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Résume  

L'étude porte sur Marrubium vulgare, une plante médicinale courante en Algérie (famille 

des Lamiaceae). Les extraits ont été préparés avec trois solvants différents, donnant des 

rendements d'extraction de 37,82% (méthanol), 25,96% (éthanol) et 11,24% (acétone). L'extrait 

acétonique présente les concentrations les plus élevées en polyphénols (133,72 mg EAG/gE) et 

en flavonoïdes (30,21 mg EQ/gE), tandis que l'extrait éthanolique affiche la meilleure capacité 

réductrice (23,37 mg EAA/gE). Les valeurs IC50 pour les radicaux DPPH- et ABTS-+ sont 

respectivement de 94,10 ± 7,43 μg/mL et 496,9 ± 11,56 μg/mL. Cependant, aucune activité 

antibactérienne n'a été enregistrée contre S. aureus et E. coli, même à une concentration 

maximale de 1 mg/mL. Cette étude souligne la nécessité de recherches futures pour explorer 

davantage les bénéfices potentiels, identifier les composants actifs, réaliser des tests 

antibactériens sur des fractions isolées et évaluer l’influence in vivo des composés actifs de 

cette plante. 

Mots clés : Marrubium vulgare, extrait éthanolique, polyphénols, antioxydants, activité 

antibactérienne. 

Summary  

The study focuses on Marrubium vulgare, a medicinal plant common in Algeria 

(Lamiaceae family). Extracts were prepared using three different solvents, giving extraction 

yields of 37.82% (methanol), 25.96% (ethanol) and 11.24% (acetone). The acetone extract 

showed the highest concentrations of polyphenols (133.72 mg EAG/gE) and flavonoids (30.21 

mg EQ/gE), while the ethanol extract showed the best reducing capacity (23.37 mg EAA/gE). 

IC50 values for DPPH- and ABTS-+ radicals were 94.10 ± 7.43 μg/mL and 496.9 ± 11.56 

μg/mL respectively. However, no antibacterial activity was recorded against S. aureus and E. 

coli, even at a maximum concentration of 1 mg/mL. This study highlights the need for future 

research to further explore potential benefits, identify active components, perform antibacterial 

tests on isolated fractions and assess the in vivo influence of this plant's active compounds. 

Key words: Marrubium vulgare, ethanol extract, polyphenols, antioxidants, 

antibacterial activity. 

     ملخص

تم تحضير  .(Lamiaceaeالماروبيوم الشائع، وهو نبات طبي شائع في الجزائر )عائلة  تركز الدراسة على

 %22.31)إيثانول(، و %39.52)ميثانول(،  %28.73المستخلصات بثلاثة مذيبات مختلفة، مما أعطى عوائد استخلاص 

 22.32والفلافونويدات ) (EAG/gEمجم  222.83)أسيتون(. أظهر مستخلص الأسيتون أعلى تركيزات من البوليفينول )

لجذور  IC50قيم  .(EAA/gEمجم  32.28ضل قدرة اختزال )، بينما أظهر المستخلص الإيثانولي أف(EQ/gEمجم 

DPPH- وABTS-+  ميكروغرام/مل، على التوالي. ومع ذلك،  22.92±  152.5ميكروغرام/مل و 8.12±  51.22هي

 2لم يتم تسجيل أي نشاط مضاد للجراثيم ضد المكورات العنقودية الذهبية والإشريكية القولونية، حتى عند التركيز الأقصى 

ملغم/مل. تسلط هذه الدراسة الضوء على الحاجة إلى أبحاث مستقبلية لمواصلة استكشاف الفوائد المحتملة، وتحديد المكونات 

 النشطة، وإجراء اختبارات مضادة للبكتيريا على الكسور المعزولة وتقييم التأثير الحي للمركبات النشطة لهذا النبات.

، البوليفينول، مضادات الأكسدة، النشاط المضاد للبكتيرياالإيثانولع، المستخلص الماروبيوم الشائ: الكلمات المفتاحية  

  

 


