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Introduction

Les plantes médicinales ont été une source inépuisable de médicaments pour les médecins traditionnelle pour
ce rétablir certaines pathologies. Elles sont considérées comme source de matieére premicre essentielle pour la
découverte de nouvelles molécules nécessaire a la mise au point de future médicaments (Maurice, 1997).

Les propriétés biologiques qui caractérisent ces plantes médicinales sont dues au fait qu'elles contiennent de
nombreux composés actifs spécifiques au régne végétal connu sous le nom de métabolites secondaires. Parmi
les composés potentiellement intéressants les polyphénols, qui ont été d'un grand intérét pour les scientifiques
et les chercheurs car ils ont des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et autres antibactériennes. Ces
composés distribués presque dans tous les parties de la plante(Quezel et al., 1988).

Rhamnus alaternus , en raison de sa distribution importante et sa représentation comme étant une espece
abondante et assez commune en Algérie, cette plante a été négligée par rapport aux autres plantes beaucoup
moins fréquentes, ainsi donc ces effets sur les diverses pathologie nous ont poussé a valoriser cette espéce
végétale en mettant en évidence ces composés photochimiques et en démontrant théoriquement ces activités
biologiques (ben Ammar et al. 2009)

Marrubium vulgare , est parmi les plantes médicinales recensées aupres des populations et bénéficiant de
bonnes renommeées thérapeutiques qui devront étre mises a I’épreuve d’investigations sérieuses de décryptages
chimiques et biologiques. Cette espece, tres riche en tanins et flavonoides, est largement utilisée dans le bassin
méditerranéen pour ses nombreuses vertus thérapeutiques. Elle est employée par les tradipraticiens contre le
diabéte, Introduction 2 les infections des voies respiratoires et les troubles de la sécrétion biliaire, les affections
bronchiques aigués bénignes et les thumes (Sijelmassi., 2000).

C’est dans ce contexte, que s’inscrit la présente étude dont I'objectif principal est de faire 1I’extraction des
différents métabolites secondaires de Marrubium vulgare et de Rhamnus alaternus afin d’évaluer les
différentes activités biologiques (antimicrobienne).

Cette mémoire s’inscrit dans la continuité de la valorisation de 1'activite antimicrobienne de ces deux

plantes par une étude in vitro.
Le manuscrit est divisé en deux grandes parties:
La premiére est consacrée a une étude bibliographique qui est composé de
1-Le Marrube blanc (Marrubium vulgare ).
2-Le Nerpen alaterne ( Rhamnus Alaternus ).
3-les activitésbiologiques
La deuxiéme aborde la partie expérimentale comportant la méthodologie appliquée.
Les résultats obtenus sont interprétés et discutés a la lumiere de la littérature existante.

Enfin, une conclusion achevera le travail ouvrant des perspectives vers 1’approfondissement de ce travail.



Chapitre I : Apercu bibliographique

Apercu

bibliographique



Chapitre I : Aper¢u bibliographique

Marrube blanc
(Marrubium vulgare)



Chapitre I : Aper¢u bibliographique

LE MARRUBE BLANC (Marrubium vulgare )

Le Marrube blanc (Marrubium Vulgare) faisant partie de la famille des Lamiacées, il serait

opportun de leur passage enrevue.
1. Famille des Lamiacées

La famille de Lamiacées connue également sous le nom des labiées, dérive du nom latin "labium"

signifiant Iévre , en raison de la forme particuliere des corolles (Bouhaddouda, 2016).

La famille des Lamiaceaes est I’une des premicres familles a étre distingués par les botanistes, les
lamiacées sont des angiospermes dicotylédones appartenant a 1’ordre des Lamiales (Spichiger et al,
2004). Elle est composée de prés de 258 genres et 6970 especes d’herbes, d’arbustes et d’arbres, a tige
quadrangulaire et a inflorescences verticillées. Les feuilles sont généralement opposées ou verticillées, il
n’y a pas de stipule. Les fleurs sont bisexuées et zygomorphes, les inflorescences sont en cymes bipares
puis unipares Le calice est synsépale, typiquement 5-mere, parfois bilabié et porte 5 a 15 nervures
protubérantes. La corolle est sympétale et typiquement bilabi¢e, avec deux lobes formant une lévre
supérieure et trois lobes formant la lévre inférieure. L’androcée peut consister soit en quatre étamines
didynames, soit en seulement deux étamines soudées au tube de la corolle ou a la zone périgyne et

alternant avec les lobes ( Quezel., 1963., Guignard., 2001 ).

2. Distribution

Au monde

Selon (Judd et al., 2002), la distribution géographique des lamiacées est cosmopolite. Les lamiacées
comprennent environ 3000 especes dont I’aire de dispersion est extrémement étendue, mais avec une
prépondérance pour les régions méditerranés : Thymus, lavandes, Romarins, qui caractérisent la flore des
garrigues. Les lamiacées sont rares, par contre, dans les régions arctiques et en haute montagne
(Guignard et al., 2004). Les labiée sont surtout des plantes méditerranéennes qui au Sahara ne se

rencontrent guere que dans la région présaharienne (Ozanda, 1991/2004).
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Algérienne
Dans la flore de 1’ Algérie, les Lamiacées sont représentées par 28 genres et 146 especes, Certains

genres sont de détermination délicate en raison de la variabilité extréme des especes (Bendif,2017).

3. Marrubium vulgare

Selon Bonnier, (1909) Le terme le marrube provient de deux mots hébreux « maretrob », signifiant "

suc amer". Le nom « marrube » désigne une plante amere, utilisé€ par les juifs dansleursfétes.

Le genre Marrubium, communément appelé marronnier, appartient a la famille des Lamiacées. Ce genre
comporte quelque 40 espéces, répandues principalement le long de la méditerranée, les zones tempérées
du continent eurasien et quelques pays d’Amérique Latine. Il est utilis¢é comme source d'ardmes

alimentaires et a des fins médicinales (Letchamo et al.,1997 ; Meyre, 2005 ; Rigano,2006).
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3.1. Classification botanique et taxonomie
Le marrube blanc, marrube commun (Marrubium vulgare), ou simplement marrube ou marube, est une
plante herbacée du genre Marrubium, de la famille des Lamiaceae
Selon Judd, (2002) I’espece Marrubium vulgare et classé comme suit.

Tableau 01 : classification de MarrubiumVulgare

Taxon Nom

Régne Végétale (Plantae).
Embranchement Angiosperme.

Classe Eudicotylédones( Magnoliopsida).
Ordre Lamiales.

Famille Lamiacées (menthes).

Genre Marrubium (marrube).

Espéce MarrubiumVulgare

3.2. Nomenclature

Cette plante et connu sous le nom latin du Marrubium vulgare, En Algérie et au Maroc cette plante
connue par le nom Mariout (Pierre Queze et Santa, 1963) et en Tunis on l'appelle Marroubia

(Boukef,1986).

Tableau 02: Classification de Marrubium Vulgare

Désignation Noms

Nom latin Marrubium vulgare

Nom kabyle Marouyeth

Nom arabe Merriwa, Marryout

Nom frangais Marrube blanc, herbe vierge

Nom anglais White horehound ,hoarhound, andorn
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3.3. Aspect botanique

Le marrube blanc est une plante herbacée vivace a racines épineuses, ligneuses ,blanchatres. Les tiges
quadrangulaire, cotonneuse, dressées, un peu rameuse, pouvant atteindre 80 cm de hauteur. Les feuilles
duveteuses sont opposées, pétiolées, ovales-arrondies, inégales, ridées et blanchatres) a limbe mesurant
1,5-4 cm de longueur et 1-3,5 cm de largeur ; elles présentent des bords dentés a crénelés et sont
recouvertes de poils blancs, fins et d’aspect vert-gris foncé, les fleurs sont petites et forment des amas
danses, axillaires, sessiles et réunies en glomérules a 1’aisselle des feuilles , Le calice est velu a 10 dents

courtes et crochues (Bouzourene et Bourkache, 2016).

Le fruit est un tétrakéne. Toute la plante dégage une odeur forte, sa saveur est acre

(qui irrite les organes du gout et de I’odorat) et améere (Aouadhi, 2010).

En Algérie, on retrouve 6 especes différentes au sein de ce méme genre : Marrubium vulgare , Marrubium
supinum, Marrubium peregrinum, Marrubium alysson, Marrubium alysson de Pomelo et Marsupium

deserti de Noe.

Figure 02 :Aspect morphologique de Marrubium vulgare (B)
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3.4. Répartition géographique

Le genre Marrubium appartient a la famille des Lamiacées et comprend environ 75 especes répandues
dans une grande partie du globe et notamment en Europe et en Asie.
On compte 50 espéces sur le pourtour méditerranéen. En Algérie, sept especes sont répertoriées (Zaabat
et al.,2010).

L’habitat naturel du Marrube blanc est associé¢ aux bords de chemins, pres et terrains vagues. Il est 1ié

a des sols légers, peu humides, fortement calcaires (Bouterfas et al.,2013).

3.5. Aspect phytochimique

Les études phytochimiques antérieures effectuées sur le genre Marrubium (Ashkenazy et al.,1983) au
regard des données bibliographiques ont permis ont montré la présence :
-Des diterpénes amers de la série des furanolabdanes, surtout des composés de lactones : marrubine
principalement et son précurseur préfuranique, la prémarrubine, mais aussi du pérégrinol, du vulgarol, du

marrubénol et du marrubiol.
e Des Hétérosides flavoniques du quercétol, de la lutéoline , de I’apigénine:
e Des lactoylflavones, et quelques dérivés de 1’acide ursolique et la vitamine C.
e Des tanins spécifiques desLamiacées
e Des dérivés de I’acide hydroxycinnamique (juste a 7%):
- Acide cholorogénique
-Caféique,

-Caféylquinique

-Faible quantité d’huiles essentielles comportant différents composés monotérpéniques (mois de 1% : a-

pinéne, camphéne, lomonéne) (Wichtl et Anton, 2003).
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3.6. L’usage traditionnel

Dans la région méditerranéenne, M. vulgare est fréquemment utilisée en médecine traditionnelle pour
soigner diverses maladies. La décoction est prescrite également comme anti-typhoidique, anti-diarrhéique,

fébrifuge, anti-ictérique, expectorant, tonique et stimulant (Weel etal, 1999).

En Algérie, le marrube blanc est utilis¢ en médecine populaire pour traiter plusieurs maladies
digestives, diarrhée, ainsi que le diabéte, les rhumatismes, la bronchite aigué ou chronique, la toux,

I'asthme et d'autres infections respiratoires (Belhattab et al., 2006).
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Nerprun alaterne

(Rhamnus alaternus)
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Nerprun alaterne (Rhamnus alaretnus )

Rhamnus alaternus faisant partie de la famille des Lamiacées, il serait opportun de leur passage en
revue.

1. Famille des Rhamnacées

La famille des Rhamnacées est une famille de plantes dicotylédones ,environ 900 espéces
réparties en 55 genres. Les principaux sont :Rhamnus , Phylica , Ziziphus , Gouania et
Ceanothus . (Spichiger 2004) ,elles sont utilisées en médecine traditionnelle et en préparation

culinaire

En Algérie, 9 espéces végétales appartenant a 3 genres sont répertoriées dans diverses régions

et classées selon leurs caractéristiques morphologiques (Richardson J, et al ,2000)

2. Distribution

Les Rhamnacées sont présentes dans le monde entier, mais plus particulierement dans les
régions tropicales et subtropicales (I’Asie et le Nord Afrique ) .

Figure 03: Répartition des Rhamnacées dans le monde (Judd et al.,2002)

11
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3. Rhamnus alaternus

Rhamnus alaternus (Rhamnaceae) est un arbuste éternel et dioique d’origine méditerranéenne,
localement connue sous le nom de « Imlis » en Algérie, utilisée en phytothérapie, a une taille qui
varie de 1 a 5Sm formant un buisson épais d’un vert assez brillant. Sa croissance est lente mais sa

longévité peut atteindre 100 ans (Bas et al., 2009).

3.1. Classification botanique et taxonomie

Le Nerprun alaterne est un arbrisseau vivace de la famille des Rhamnacées, caractéristique des
garrigues méditerranéennes.

La classification de I’espece Rhamnus alaternus L (Yi-ling et Pan-kai, 1982) est la suivante

Tableau 03 :classification Rhamnus alaternus

Taxon Nom

Régne Plantae-Végétal

Division Magnoliophyta- plantes a fleurs
Classe Magnoliopsida-Dicotylédones
Sous classe Rosidae

Ordre Rhamnales

Famille Rhamnaceae

Genre Reynosia

Espéce Rhamnus alaternus

3.2. Nomenclature

Le nom de genre Rhamnus provient du grec rhamnos, nom du Nerprun purgatif et I'épithete
spécifique alaternus est I'ancien nom latin de la plante.

Le terme frangais « nerprun » dérive du latin populaire niger prunus, « prunier noir », quia
donné aussi noirprun synonyme de nerprun cathartique

12
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Tableau 04 : nomenclature Rhamnus alaternus .

Designation Norms (references)

Noms latins Rhamnus alaternus

Noms kabyles Ajroudj, Khalisn’imidekh, Amliles (Beloued, 2001).

Noms arabes ¢lies, Qaced (Said et al.,2002); Oud el khir (Ben Ammar et al.,

2009). Soit fair ou bien Safir

Noms francais Alaterne (Beloued, 2001), Nerprun méditerranéen (Izhaki et al.,
2002)
Noms anglais Italian Buckthorn, Mediterranean Buckthorn (Akerreta, 2009).

3.3. Répartition géographique

Rhamnus alaternes est un arbuste qui est localise le long du bassin méditerranéen, I’ Asie et
Europe (Gulias et al., 2004).11 se trouve dans les pays d’Afrique du nord : en Algérie, au Maroc
et en Tunisie, et dans les foréts du littoral méditerranéen, en Algérie elle pousse dans les foréts,

les rocailles et surtout dans les rochers des montagnes (Ait Youssef, 2006)

3.4. Aspect botanique

Rhamnus alaternus est un arbuste toujours vert, d'origine méditerranéenne (AKkerreta, 2009).
a feuilles alternes, ovoides-lancéolées, pétiolées et luisantes, longues de 6 cm sur 3 cm de large,
dentées sur leurs bords, coriaces a nervures médianes €paisses, trinervées a la base; Stipules
linéaires petites, caduques, fleurs dioiques et petites de 2-3 mm, d’un jaune verdatre, en grappes
axillaires, plus longues que le pétiole. Calice a 5 lobes lancéolés, pétales nuls, baies petites de 4-
6mm, peu charnues, rouges puis noires a maturité. La croissance de Rhamnus alaternus .L est
lente, cependant sa durée de vie peut aller jusqu'a 100 ans (Beloued, 2001; Bas et al.,2002). La

tige est dressée et rameuse, les rameaux sont alternes, non épineux de 1-5m.

-Floraison : Mars-Avril (Beloued, 2001). Ses fruits charnus mirissent a la fin du printemps et le

début de 1'ét¢ (Gulias et al.,2004).
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-Récolte : la récolte des baies se fait en septembre et octobre que 1’on récolte ses pour leurs

propriétés thérapeutiques (Bardin, 2004).

Figure 04: Rhamnus alaternus (Rameau et al., 2008).

3.5. Aspect phytochimique

Rhamnus alaternus est caractérisé par une richesse de substances phénoliques qui est
spécialement les tanins, les anthraquinones et des flavonoides, des coumarines, (Izhaki et al.,

2002) .Elle est aussi riche en flavones hétérosides (Stocker et al., 2004)

Les flavonoides glycosylés isolés a partir des feuilles de Rhamnus alaternus :
e le Kaempferol 3-O-B-isorhamninoside.
¢ le rhamnocitrin 3-O-B—isorhamninoside.
e le rhamnetin-3-O —p—isorhamninoside.

Trois flavonoides aglycones ont été identifiés:

e lekaempferol.

@T_”j
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e laquercétine
e L’apigénine (Ban Ammar et al.,2009)
Quatre anthraquinones aglycones ont été isolées dans une autre étude.(Izhaki et al., 2002)

¢ Lémodine aglycone était le plus abondant dans la partie aérienne de la plante, il a été
trouvé dans toutes les parties examinées de la plante, en méme temps, c’est le seule

aglycone détectée dans les graines et dans le péricarpe mar(Al-Habbaletal.,1984).

. Le Chrysophanol existe abondamment dans les parties les plus jeunes de la plante

mais totalement absent dans lesfeuilles.
e Alaternin atteint sa concentration maximale dansl'écorce.

e le Physcion a été trouvé dans toutes les parties de la plante a I’exception des graines et
du péricarpe mir. Les drupes, les feuilles et 1'écorce sont riches en dérivés
anthracéniques et en flavonoides, glucosides, alcaloides, tanins (Mecherara-Idjerietal

,2008)

La pulpe de R. alaternus est composée principalement d’eau (68%), de minéraux, de lipides,

protéines et de fibres (cellulose, hémicellulose et lignine) (Izhaki et al., 2002)
3.6. L’usage traditionnel

En médecine traditionnelle Rhamnus Alaternus a été employé en tant que digestif, diurétique,
laxatif, astringent, hypotensif et pour le traitement des complications hépatiques et
dermatologiques (Bhouri et al., 2012). Ainsi que les problémes cardiovasculaires (Calvo et
Cavero, 2014). Des ¢études antérieures ont montré que l'extrait brut de Rhamnus alaternus, est un
puissant antioxydant, antimutageéne, anti-génotoxique (Ben Ammar et a/ .,2008 ;Bhouri et al.,
2011). Antimicrobien (Kosalec et al., 2013). Les tiges et les feuilles de Rhamnus alaternus sont
utilisées en Algérie, contre I’ictére et les troubles hépatiques provoqué par le paludisme. Le fruit
était utilisé en Algérie comme purgatif doux ; au Maroc- dans le Haut Atlas et le Moyen Atlas, il

est toujours employé comme laxatif (Ait Youssef, 2006).
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Les parties utilisées : le bois, le fruit, I’écorce ou les feuilles. Ces parties sont utilisées contre :

e [’anémie, la jaunisse ( ictere) et autres maladies graves d’hémoglobine (écorce,feuilles)
e Maladies des voies respiratoires.(Baies)

e purificateur de sang(baies)

¢ Femme enceinte(baies)

e Douleurs d’articulations(feuilles)

e Inflammation de la bouche et I’aphte.(Feuilles)

e Traitement de la peau(feuilles)

e Utilisé en shampooing pour fortifier les cheveux et éliminer lespellicules.

e Pour laver lesmorts

e Apaise les douleurs dentaires et toniques.(Ecorce)

e Traitement des pathologies du colon et intestins(écorce)

16
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II1. Activités biologiques
1. Activités biologiques de Marrubium vulgare
1.1 Activité antioxydante

L'huile essentielle obtenu a partir des parties aériennes de Marrubium vulgare se sont avérés
avoir de fortes activités antioxydantes.

Certaines études ont démontré que I'activité antioxydante considérable de M. vulgare est associée
a la présence de marrubine ainsi que de composés phénoliques et de flavonoides exercant un effet
synergique, en plus un effet antioxydante, anticoagulant, antiplaquettaire et anti-inflammatoire
important a été attribué a la marrubine( Said-Al Ahl, et al., 2015)

1.2 Activité antimicrobienne

Le pouvoir antimicrobien de Marrubium vulgare est dii essentiellement a ces principes actifs tels
que les huiles essentielles, les flavonoides et les tanins (Albuquerque , et al., 2018).

Les propriétés antimicrobiennes de Marrubium vulgare sont soupgonnées d'étre associées, en
partie avec leur forte teneur en composés oxygeénés.

Globalement, une telle activité antimicrobienne pourrait €tre principalement en raison de la
présence de 1,8-cinéole, de camphre et de linalol, qui sont bien connus pour leurs activités
antibactériennes, ou de la présence de -caryophylléne pour lequel une activité antimicrobienne
est décrite, et la présence des monoterpénes oxygénés, qui sont particulierement actifs contre les
cellules microbiennes. De plus, le germacréne-D est connu avoir un effet important sur le
comportement des insectes et a I’activité antibactériennes et antifongiques importants. En fait, ces
composés sont partiellement solubles dans les milieux aqueux et causer plusieurs dommages tels
que troubles morphologiques de I'hypha mycélium et rupture de la membrane plasmique ( Zarai,
etal., 2011).

D'apres 1'étude (Cushnie et Lamb, 2011) a révélé que L’extrait méthanoique de la plante
possede une activité anti-Helicobacterpylori ATCC 43504 significative. Cela est di au flavonoide
(la quercétine) qui a un effet inhibiteur sur I’uréase de la bactérie. Une autre ¢tude réalisée par
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(Molina-Salinas et al., 2006) a révélé que I’extrait méthanoique, aqueux, l'extrait de 1'acétone et
de I'hexane de la plante ont un effet inhibiteur efficace contre Mycobacteriumtuberculosis (agent
causatif de la tuberculose) a une concentration supérieure a 200 pug/ml. Ce potentiel d’activités
biologiques est da a la richesse de Marrubium vulgare en principes actifs.

2. Activités biologiques de Rhamnus alaternus
2.1 Activité antioxydante

Certains extraits de Rhamnus alaternus ont un potentiel d’activité antioxydante liée a la
composition de la plante en flavonoides et phénols (Ben Ammar, et al,.2008. Bhouri et al.,
2012).

Le kaempferol 3-O-isorhamninoside possede des activités anti radicalaires contre ’ABTS et le
02-, comme il induit I’activation de systémes de réparation de I’ADN

Les chercheurs ont démontré encore que ce composé module non seulement 1I’expression des
enzymes antioxydantes mais aussi celles des enzymes réparatrices de I’ADN. (Hayder et al.,
2008)

Kooststra (1994) a proposé que les flavonoides neutralisent les radicaux libres, en se liant
directement a ces derniers.Edenharder et ses collaborateurs (1997) ont montré que les
flavonoides ne permettent pas la fixation des mono oxygénases au niveau des cytochromes p-450
membranaires et ainsi diminuent 1’apparition du radical O2-.

Les flavonoides de Rhamnus alaternes sont de bons chélateurs de métaux qui jouent un réle
important dans le métabolisme de I’oxygene et I’apparition des ERO et la réduction du H202 par
la génération de quantités importantes de radicaux hydroxyles (Ashoka, 2001).

Les équipiers de Kelly (2002) et Yen (1995) ont démontré que les flavonoides sont de bons
donneurs d’¢électrons et d’hydrogene ce qui leurs confere la capacité de terminer la chaine de
formation des radicaux en convertissant les radicaux libres et les ERO en produits stables.

2.2 Activité antimicrobienne

Cette méthode permet de mettre en évidence ’effet antibactérien des extraits testés sur les
souches bactériennes, ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilité de ces souches
vis-a-vis des différents extraits (Essai et Sour, 2000).

L'homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont progressivement coloniser
son revétement cutané-muqueux.Pour résister a ces micro-organismes de nombreux moyens sont
mis en jeu. On peut schématiquement en distinguer 3 groupes : les barri¢res anatomiques, les
mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et I'immunité acquise (Kaufmann, 1997).
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La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut entrainer
la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux médicaments
a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis- a -
vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre li¢ a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les
adhésines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur I’évaluation des propriétés
antimicrobienne des polyphénols. Actuellement, cet effet certain a ¢ét¢ démontré par de
nombreuses recherches expérimentales; a savoir des études du pouvoir inhibiteur des
flavonoides sur la croissance bactérienne ont démontré que de nombreux composés
flavoniques (apigenine, kaempferol et d’autres) sont doués d’un effet important sur différentes
souches bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli) et Gram positif (Staphylococcus
aureus) (Ulanowska et al., 2007).

Des flavonoids isolés des fruits de Terminaliabellerica et de I'arbuste Eysenhardtiatexana ont
été averés comme possédant l'activité contre le microbe pathogeéne opportuniste Candida
albicans (Wichter et al., 1999).

Deux autres flavones isolés de la plante Artemisiagiraldi ont était rapportés exhibant une
activité contre Aspergillus flavusune espéce de mycete causant la maladie envahissante chez les
immunosuppressifs (Valsaraj et al., 1997).
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Notre étude expérimentale a été réalisée au sein de laboratoires des analyses microbiologiques
de Saidal biotech GDC et de laboratoire pédagogique de biochimie appliquée a la faculté de

science de I’université Mohamed BougeraBoumerdes

L’objectif de notre ¢étude est d’évaluer la propriété biologiques (activité
antimicrobienne) de différents extraits éthanoliques, méthanoliques de la partie aérienne des

deux plantes étudiés Marrubium vulgare et Rhamnus alaternus .
Le travail pratique est subdivisé en parties suivantes :

- Extraction méthanolique de Marrubium vulgare.

- Extraction éthanolique de Rhamnus alaternus.

- Détermination de 1’activité antimicrobienne des différents extraits.

Le choix du solvent a été référencié (Quettier et al.,2000)

Les deux plantes sont solubles les une que les autres dans deux solvents connus a savoir le methanole et
¢thanole, resultant sur des rendment consequent.

1. Matériel biologique

1.1. Plantes

Le matériel végétal pour la réalisation de cette étude est essentiellement porté sur les tiges et

feuilles puisque c’est a ce stade que se trouve la majorité des principales substances actives.

Les échantillons ont été récoltés pendant le mois de Mai 2022 , dans la région de Chabet El
ameur commune d’Isser , situé¢ a la Wilaya de Boumerdes pour Marubbium vulgare . La région
est caractérisée par un climat méditerranéen, avec un hiver pluvieux et neigeux et un été
relativement chaud ,ainsi que dans la région de hamamelouene située a la Wilaya de Blida pour

le Rhamnus alaternus .
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1.2. Souches microbiennes

Les souches utilisées sont référencés de 1’American type culture collection (ATCC), sont
pourvoyés du laboratoire de microbiologie de Saidal GDC. Ces souches sont pathogénes et

responsables d’infections graves chez I’homme, dont la plupart sont résistantes aux antibiotiques .

1.2.1. Les bactéries a Gram—

- Escherichia coli ATCC 25922.

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
1.2.2. Les Bactéries a Gram+

- Bacillus subtilis ATCC 10876.

- Staphylococcus aureus ATCC25923.

1.3.3. Les levures

- Candida albicans .
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2. Méthodes

2.1. Séchage et broyage

Apres la récolte, les différentes parties de la plante sont soumises a un ringage a I’eau
ordinaire pour €éliminer les impuretés , puis coupées en petits morceaux pour les métres a labri de
la lumiére et de I’humidité, et placées sous aération afin, de préserver le maximum de ’intégrité

des molécules actives, Durant trois semaines , reportées dans la figure 07.

A T’asséchement, les échantillons sont soumis a un broyage ¢électrique afin, d’obtenir une
poudre fine préte a ’emploi. Le substrat obtenu a été tamisé et conservé dans des flacons en verre

ambré en vue de leur expérimentations.

Figure 07: Plantes séchées A : Rhamnus alaternus , B : Marrubium vulgare (original).
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2.2. Techniques d’extraction des huiles essentielles

Hydrodistillation

L’hydrodistillation estle procédé le plus anciennement utilisé pour I’exctration des Huiles
Essentielles(HE) . Développé par les Arabes dés le moyen Age (Paul, 1991 ;Bakkali ez al.2008). Le
procédé consiste a immerger la matiére premiere végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est
ensuite porté a ébullition généralement a pression atmosphérique. La chaleur permet la difusion du
principe actif des biomolecules.

Le mélange azéotropique est condensé sur une surface froide et I’HE séparée par différence de

densité.

thermomeétre

mﬂh:w.ﬂ__ i3 réfrigérant 3 eau

eprouvette graduée

morceaux de plante
eau bouillante huile essentielle
chauffe ballon
phase agueuse

Figure 08 : Schéma d’un montage d’hydrodistillation.( C)

Extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’HE des deux plantes ont été effectués par les memes étapes d’hydrodistillation. Dans un ballon
de 1 litre d’eau distillée est introduit 90g de la plante seche . L’ensemble est porté a ébullition/2 -3 h .

Les vapeurs chargées d’HE se condensent en traversant un réfrigérant et chutent dans une ampoule a décanter,
I’eau et I’huile se séparent par différence de densité (figure 09)
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s G

L =

Figure 09: Hydrodistilation de Marrubium vulgare (original).

Figure 10: Hydrodistilation de Rhamnus alaternus (original).
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2.3. Préparation des extraits des polyphenols
Les deux plantes ont été soumises a une extraction par solvent afin,de situé un rendement consecant .

de I'usage de deux solvants frequament utilisé¢ a savoir méthanol et éthanol a 85%.

Le substrat de Marrubium Vulgare (50g) préalablement nettoyées et broyées sont mises a
macérer dans 250 ml de méthanol (85%) sous agitation douce pendant 24h a température

ambiante.

Initialement, I’extrait alcoolique est récupéré aprés filtration du mélange sur coton, puis sur
papier Wattman N°03, étant éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite dans un
évaporateur rotatif a la température T = 65°C et a la vitesse de rotation de 3 tr/min, I’extrait

obtenu a été mis a I’étuve a T =40°C (Fig. 10) (Belhattab et al., 2004; Ben Ammar et a/.,2008).

L’extrait brut de Marrubium Vulgare obtenu est d’une couleur verte foncé; pesé, étiqueté et

conserve jusqu’a I’utilisation.

NB: L’extraction a I’éthanol (85%) de la plante Rhamnus alaternus a été soumises aux mémes
étapes de preparation. L’extrait brut obtenu est caractéris¢é d’une couleur verte foncée, pesé

étiqueté et conservé jusqu’a I'utilisation.

*

< Calcul de rendement d’extraction

Chaque extrait est pesé pour calculer le rendement de I’extraction, exprimé (g),suivant la
formule .

Rdt % ="FX100
MS

Rdt : rendement en %
PF : poids de produit final (g) .

MS : poids de matiére séche (g) .
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MATERIEL VEGETAL
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Partie aérienne ( feuilles et tiges ) des deux
plantes .
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+
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Figure 11: Protocole de préparation des extraits secs de Marrubium vulgare etRhamnus

alaternus
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2.4. Test antimicrobien:

Le pouvoir antifongique et antibactérien des deux extraits de Marrubium vulgare et Rhamnus
alaternus a été déterminé sur deux milieux : gélose de Muller Hinton et gélose de Sabouraud .

La technique de diffusion sur milieu solide a été utilisée (Perez et al., 1990 ; Nair et Chanda,
2005).

2.4.1. Préparation des dilutions d’extraits de Rhamnus alaternus et Marrubium vulgare

Les extraits ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (D) afin, de préparer les différentes
concentrations avec des dilutions successives au demi, relativement a la concentration de la
solution mere de chaque extrait est de 200 mg/ml.

2.4.2. Préparation de I’inoculum

Les Souches Microbiennes (SM) sont ensemencées dans la gélose et incubées a 37°C pendant
24h ( pour les bactéries) et a 25°C pendant 48h ( pour les levures) , afin d’optimiser leur
croissance. On racle a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de
chacune des souches bactériennes a tester. Décharger 1’anse dans 5 ml d’eau distillée stérile, La
suspension bactérienne est emulsifiée, son opacité doit étre équivalente a une Densité Optique
(DO) de 107 2 1083 620nm.

NB: Le reajustement de I’inoculum se fait par I’ajout de 1'Eau Physiologique (EP) en cas de

forte concentration et au cas contraire les colonies , sachant que I'inoculum doit étre utiliser

dans les 15 minutes qui suivent sa préparation.
2.4.3. Dépots des disques:

Méthode des puits :

* Préparation de la 1ere couche dumilieu

Initialement , le milieu gélos¢ Muller-Hinton et le sabouraud sont a fondre dans un bain-marie
a 95°C ,pour etre verser aseptiquement une premiére couche dans les Boites de Pétri(BP) a

raison de 15ml par boite en trilplicata par souche, puis refroidi et solidifier sur lapaillasse.
* Préparation de la 2eme couche dumilieu

Suivi par une fonte d’un milieu gélos¢ Mueller-Hinton (MH) et le sabouraud au bain-marie a

95°C, avec une chute de température jusqu’a 45°C afin de pouvoir remplir des flacons en
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verres stériles avec 50ml de MH pour les bactéries, et avec 50ml de sabouraud pour les levures

pour chacune des souche.

Les MC ont été ensemencer avec 200ul de chaque suspension préparée ( chaque SM a été
ajustée dans I’EP ), puis transvaser 4ml de chaque milieu inoculé en 2éme couche sur la surface

des BPs contenant déja la 1¢re couche de gélose et les laisser solidifier sur la paillasse.

Apres 15 min, des puits ont été découpés a 'aide de pipettes Pasteur. Et une goutte d’extrait a
¢été ajoutée dans chaque puits . Ensuite, Les boites sont incubées dans une étuve a 37 °C pendant

24 heures pour les bactéries et 25 °C pendant 48 heures pour les levures .

2.4.4. Expression des résultats

L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’un halo autour des puits. La lecture des
résultats s’effectue par la mesure des diametres des zones d’inhibitions. Un produit est considéré

actif, si le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a § mm.
Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité :

D < 8 mm : bactérie non sensible .
9 <D < 14 mm : bactérie sensible .
15 <D < 19 mm : bactérie trés sensible

D > 20 mm : bactérie extrémement sensible (Bouharb et al., 2014).
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I11.1. Hydrodistillation des huiles essentielles :
Rhamnus alaternus

On a fait I’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles (HE), mais on n’a trouvés aucun
extrait, cela prouve que Rhamnus alaternus est dépourvus en HE, par contre elle est riche en
polyphénols dont les flavonoides glycosylés (Izhaki et al., 2002) .

Figure 12: Résultat de I’hydrodistilation de Rhamnus alaternus (original)

Marrubium vulgare

L’extraction des HE par hydrodistillation de Marrubium vulgare a donné une trés faible quantité des
huilles, pour cela on n’a pas realis¢ d’autres extraction des HE , car on choisi d’orienté notre travail
vers I’extration des polyphénols malgré I’existance des HE (Rezazi, et al 2017).

On n’a pas calculer le rendement des HE de Marrubium vulgare, car il n y’a pas de quantités
sufissantes de HE.

Figure 13 : Résultat de I’hydrodistilation de Marrubium vulgare (original) .
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I11.2. Rendement pondérale d’extraction
Les rendements obtenus pour les différents extraits sont représentés dans le tableau N°05

Tableau N°05: Rendement d’extraction.

Extraits
Méthanol Ethanol

Rendements (%)
18 11

II1.3. Activités antimicrobienne

L’Activité Antimicrobienne (AA) est la capacité des extraits de neutraliser les
développements des bactéries dans un MC.
Le pouvoir antimicrobien des fractions de Rhamnus alaternus et Marrubium vulgare a été
¢tudié par la méthode des puits sur un milieu gélose solide, Mueller-Hinton pour les bactéries

et le sabouraud pour les levures.

L’objectif de ce travail est d’évaluer la capacité fractions de Rhamnus alaternus et Marrubium

vulgare des composés bioactifs pouvant avoir un effet thérapeutique antimicrobien.

I11.3.1. Antibiogramme a 1’égard des souches étudiées

Les activités des fractions étudiées de Rhamnus alaternus et Marrubium vulgare ont été évaluée
par la présence ou I’absence d’inhibition de la croissance bactérienne. L’ AA est traduite par
I’apparition des zones claires autour des puits remplis des extraits des plantes.

Le diamétre d’halos varie en fonction de la souche testée, la nature et la dose de la substance

active présente dans les extraits .Les extraits sont testés sur quatre SM.

Les résultats des différents tests de I’AA de ’extrait méhanolique de Marrubium vulgare et

I’extrait éthanolique de Rhamnus alaternus sont repportés dans le tableau N°06.
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Tableau N°06 : Résultats de I’AA de I’extrait méthanolique de Marrubium vulgare 1’extrait
¢éthanolique de Rhamnus alaternus

Diamétre Marrubium vulgare L Rhamnus alaternus
d’inhibition
Source ) | (extrait methanolique ) ( extrait éthanolique )
Microbienne ~
17 15
- Escherichia coli
- Pseudomonas aeruginosa = =
14
- Bacillus subtilis -
-Staphylococcus aurus 15 22
-Candida albicans 16

: résultats négatif

I11.3.1.1.Antibiogramme de Gram +

Les deux extraits des plantes Rhamnus alaternus et Marrubium vulgare ont inhibés la croissance
de Staphylococcus aureus avec une Zone d’Inhibition (ZI) de 14 a 22 mm .La ZI la plus large
22mm de diamétre pour I’extrait de Rhamnus alaternus a montré une AA importante contre le
Staphylococcus aureus , et une ZI accés importante de 16mm pour I’extrait de Marrubium

vulgare.
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-Staphylococcus aurus

Figure 14: Effet antimicrobien de 1’extrait Figure 15: Effet antimicrobien de
Marrubium vulgare vis-a-vis de S. aureus I’extrait de Rhamnus alaternus vis-a-vis de S.aureus

- Bacillus subtilis

L’extrait de plantes Rhamnus alaternus inhibe la croissance de Bacillus subtilis avec une ZI
entre 13 et 15 mm et la plante Marrubium vulgare a inhibé la croissance de Bacillus subtilis de
diamétre entre 11 et 13 mm, donc la Bacillus subtilis a montré une résistance contre les fractions

des deux plates Rhamnus aternus et Marrubium vulgare.

‘\.

Figure 16: Effet antimicrobiendel’extrait Figure 17: Effet antimicrobien de I’extrait

de Marrubium vulgare vis-a-visde B.subtilis de Rhamnus alaternus vis-a-vis de B.subtilis
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I11.3.1.2. Antibiogramme de Gram -
-Pseudomonas aeruginosa
Les résultats de la présente étude montre que la bacterie Pseudomonas aeruginos ne

présente aucune sensibilité vis-a-vis des fractions des deux extraits des plantes étudiées

donc reduites a des bacteries bactériostatiques .

Figure 18: Effet antimicrobien de I’extrait ~ Figure 19: Effet antimicrobien de I’extrait
de Marrubium vulgare vis-a-vis de de Rhamnus alaternus vis-a-vis de P.arguionsa

P.arguionsa

-Escherichia coli

L’extrait de plante Rhamnus alaternus inhibe la croissance de Escherichia coli avec une ZI
entre 13 et 15 mm et la plante Marrubium vulgare a inhibe la croissance de Escherichia coli de
diameétre entre 15 et 17 mm, donc la Escherichia coli a montré une résistance contre les fractions

des deux plates Rhamnus laternus et Marrubium vulgare.
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C.c

Figure 20: Effet antimicrobiendel’extrait Figure 21:Effet antimicrobien de I’extrait

de Marrubium vulgare vis-a-vis de E.coli de Rhamnus alaternus vis-a-vis deE.coli

111.2.3 Levure
-La levure Candida albicans

L’extrait de plante Marrubium vulgare inhibe la croissance de Candida albicans avec une ZI

16mm par contre le Rhamnus alaternus n’a pas montre une AA vis-a-vis de Candida albicans

Figure 22: Effet antimicrobien del’extraitde  Figure 23: Effet antimicrobien del’extrait

Marrubium vulgare vis-a-visdeC.albicans de Rhamnus alaternus vis-a-vis de C.albicans
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DISCUSSION

Les résultats consignés dans le tableau N°06 ont montré que les extraits de Rhamnus
alaternus et de Marrubium vulgare ont une bonne activité inhibitrice contre la souche
bactérienne a Gram + étudiée (Staphylococcus aureus), contrairement a les souche

bactérienne a Gram - (Esherischia coli et Pseudomonas aeruginos ).

L'extrait avait un effet dose-dépendant contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus , et un
effet modéré Echerichia coli. L'extrait était inefficace contre Pseudomonas aeruginosa (Dusser,

2017).

Les résultats de I’activité¢ antifongique des feuilles du Rhamnus alaternus obtenus sont
négatifs, aucun effet a été détecté contre la levure examiné .Contrairement a Marrubium vulgare

possede un effet plus ou moins important contre Candida albicans.

Plusieurs études ont montré que I’AA des extraits de plante est attribuée a leurs composés

phénoliques (Cowan,1999).

Les composés phénoliques font actuellement 1’objet de nombreuses études car ils sont reconnus
pour leurs différentes activités biologiques (Trabelsi et al., 2010) , ils ont été rapportés pour des
propriétés pharmacologiques intéressantes et variées, a savoir leurs propriétés antioxydantes et
anti-radicalaires (Ismail et al., 2010 ; Troszynska et al., 2010),anti-inflammatoires (Narayana

et al., 2001), anticancéreuse (Zhang et al.,2010),, et antibactérienne (Dembitsky., 2005 )

Cowan (1999) a rapporté que les différentes classes de poly phénols essentiellement les tanins
et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les microorganismes. Cette
toxicité est fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles présents sur le composé
phénolique. En outre, il est évident que ’augmentation de 1’hydroxylation conduit a une
augmentation de la toxicité. L’effet antimicrobien de ces phénols peut étre expliqué par
I’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires,
I’interaction avec les enzymes et les effecteurs ou la privation en substrats et ions métalliques

(Dhaouadi et al., 2010).
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Les études d’Oumaskour et al. (2012) ont montré que les bactéries & Gram = présentent une
sensibilité¢ supérieure a celle des bactéries a Gram ~. Masibo et son collaborateur (2009)
expliquent ce phénomeéne, considérant que la résistance d’E. coli Gram ~ aux agents
antimicrobiens est liée a la présence d’une enveloppe qui comprennent une membrane cellulaire
riche en lipopolysaccharides et une paroi ce qui limite ’acces des agents antimicrobiens a leurs
cibles dans les cellules bactériennes, car les agents antimicrobiens sont en contact avec
I'enveloppe cellulaire. Contrairement aux bactéries Gram = qui sont moins protégées contre les
agents externes (détergents et antibiotiques).

JoR r \ + 7 . . -
Dans I’ensemble, les souches bactériennes testées a Gram * étaient plus sensibles que les Gram

En effet les résultats obtenus par tous ces auteurs concordent avec ce quia été observés dans la
présente étude. Généralement , les extraits de plantes sont habituellement plus actif contre les
bactéries Gram * que les bactéries Gram ~ (Okoro et al., 2010).

D’autres études ont montrés que I’AA est liée a la polarité des substances bioactives. Les
composés les moins polaires comme les flavonoides n’ayant pas de groupement hydroxyle OH
sur leur cycle (B) sont plus actifs vis-a-vis des agents microbiens que ceux portant le groupement
hydroxyle (Chabot et al., 1992).

Par reference aux études de ( Moussaid et al. 2012), I’activité des principes actifs serait liée
aux conditions de séchage et de broyage de la plante. D’autre part, il semble que le broyage
avec nitrogéne liquide soit recommandé, car le broyage est aussi a 1’origine de la génération de
la chaleur responsable de la perte des molécules volatiles ainsi que la décomposition et
I’oxydation des molécules thermolabiles (Jones et Kinghorn, 2005).

Ainsi, que l’efficacité optimale d’un extrait ne peut pas étre due a un constituant actif
majoritaire, mais plutdt a I’action combinée (synergie) de différents composés (Essawi et Srour.,
2000). Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute trés complexe.
Parmi les hypotheéses avancées, I’inhibition de la synthése de l'acide nucléique, 1’altération des
fonctions de la membrane cytoplasmique, la s€questration de substrats nécessaires a la croissance
microbienne et 1’inhibition du métabolisme énergétique microbien (Jungkind., 1995).

Les résultats obtenus ont indiqué que plusieurs parametres peuvent influencer la détermination
de I’AA tel que, le type des micro-organismes ciblés.

La méthode d’évaluation de I’AA, la concentration, le type de 1’extrait et particulicrement la
nature et la structure moléculaire des molécules bioactives des métabolites secondaires
(Cushnie et Lamb, 2011).
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Une étude des propriétés antimicrobienne deux plantes médicinales

employées en Algérie, a savoir le Marrubium vulgare L et Rhamnus alaternus L.

Nos résultats ont montré que I’AA moyenne évaluée par des tests in vitro vis a vis des quatre
souches bactériennes et une souche fongique etant des germes multi résistants responsables des
maladies infectieuses donc on peu remplacé les médicaments qui contient beaucoup des effets

secondaires avec des ressources naturelle tel que nos plantes.

L’étude de ’AA extraits de Rhamnus alaternus et Marrubium vulgare s’est avéreé¢ d’un
moindre effet sur certaines souches testées. Notament, les souches a Gram * (Staphylococcus
aureus , Bacilus subtilis ), étant tres sensible vis- a-vis des deux extraits avec des ZI de 18 et 22
mm respectivement. Par contre, la souche a Gram ~ (Pseudomonas aeruginos), s’est révélée non
sensible et aucune ZI n’a été repérée, neanmoins, affichant une sensibilit¢ modérée pour la
souches (Escherichia coli) avec un ZI1 de 15 mm pour Rhamnus alaternus et de 17 mm pour
Marrubium vulgare . Pour la levure Candida albicans a révélé une sensibilité moyenne contre

Marrubium vulgare avec un ZI de 16mm et non sensible pour Rhamnus alaternus.

11 apparait que I’inhibition de la croissance varie en fonction de 1’espéce bactérienne, la

concentration du produit testé et aussi du MC utilisé.
En perspective, il serait important :

- De confirmer I’effet antioxydant in vivo (chez les animaux).

- Compléter I’AA.

- Faire des études a 1’échelle moléculaire pour déterminer, d’une part les composés des
plantes (Notamment ce qui concerne I’identification et la purification des composés
phénoliques et des flavonoides) qui peuvent étre responsables de tels effets et d’autre par
le mécanisme absolu par lequel ces composés accomplissent leurs effetsbiologiques.

- D’¢évaluer ’activité de la plante contre d’autres maladies telles que le diabéte,
I’hypertension etl’arthrite...etc.

- D’approfondir les recherches sur une large gamme de souches microbiennes et

d’identifier les constituants actifs responsables de ’AA.
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Résume

Résumé

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. La présente étude a pour but d’évaluer I’activité antimicrobienne de
I’extrait méthanolique de Marrubium vulgare et I’extrait éthanolique de Rhamnus alaternus qui
sont des plante herbacées vivaces, spontanées tres répondus dans la région méditerranéenne,
utilisée en médecine traditionnelle .L’étude a montré que 1’activité antimicrobienne des extraits
des de plantes est attribuées a leurs plusieurs composées phénoliques.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été déterminée en utilisant la méthode de diffusion
en puits. Les extraits ont été testés sur quatre bactéries pathogénes pour 1’étre humain, et une
levure. L’inhibition de la croissance varie en fonction de I’espece bactérienne et la concentration
du produit testé . Les résultats ont révélé une puissante activité pour les deux plantes, le résultat
plus intéressent est celui de 1’extrait aqueux contre la bactérie Staphylococcus aurus (22 mm).

Mots clés :

Marrubium vulgare L, activité antimicrobienne, composés phénoliques ,Rhamnus alaternus
L, extrait méthanolique , extrait éthanolique

abstract

Medicinal plants still remain the reliable source of active ingredients known for their therapeutic
properties. The present study aimed to evaluate the antimicrobial activity of the methanolic
extract of Marrubium vulgare and the ethanolic extract of Rhamnus alaternus which are
perennial herbaceous plants, spontaneous and highly responsive in the Mediterranean region,
used in traditional medicine. The study showed that the antimicrobial activity of the plant extracts
is attributed to their several phenoliccompounds.

The evaluation of the antimicrobial activity was determined using the well diffusion method. The
extracts were tested on four human pathogenic bacteria, and one yeast. Growth inhibition varied
depending on the bacterial species and the concentration of the test material. The results showed
potent activity for both plants, with the most interesting result being that of the aqueous extract
against the bacterium Staphylococcus aurus (22 mm).

Key words :

Marrubium vulgare L, antimicrobial activity, Polyphenols, Rhamnus alaternus L, methanolic
extract, ethanolic extract
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ANNEXE 01
Matériel

Appareils et produits
Solvants utilisé et produit utilisé
. Meéthanol (85%)

. Ethanol (85%)

. Eaudistillé

. MullerHinton

. Sabouraud(PDA)

Equipement

. Evaporateurrotatif

. Agitateurmagnétique

. Etuve

. Balance de précision (0,1mg)
. Bec bunsen

Verreries et autre Matériel
. Burette graduée de50ml
. Verrerie courante delaboratoire

. Pipettepasteur



Annexe 02

Préparation des extraits :

Figure 22: différents étapes de préparation de 1’extrait sec (original)

Annexe 03 - Résultat d’un autre mémoire de master pour lextrait derhamnusalaternus

Figure 23 :effet antibactérien d’une fraction vis-a-vis staphylococcus
aureus a ’extrait de rhamnus alaternus (D)
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