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Introduction

Introduction

La plante est un organisme vivant qui existe depuis l'antiquité. Elle constitue un maillon trés
important et fondamental dans le cycle biologique de vie des autres organismes vivants tel
que les animaux aussi bien les étres humains. L'ensemble de ses organes forme une usine
productrice, des milliers de substances qui sont différentes sur le plan structural ainsi que
biologique. Cette usine utilise le CO, dégagé dans I'atmosphére et I'H,0 comme matiéres
premieres par le biais de la photosynthése pour produire la premiere matiere organique qui est
C6H1206. Toutes les catégories de molécules sont synthétisées par la suite, chacune selon sa
voie de biosynthese (Madi, 2010).

Les plantes aromatiques et médicinales ont des propriétés importantes, plusieurs médicaments
pharmaceutiques ont été dérivés de plantes, ces derniers passent dans 1’esprit de la population
pour efficacité et tolérance du fait de son origine naturel faisant partie de la médecine douce
(Hami et ad., 2011).

Les plantes médicinales sont utilisees depuis des siécles comme reméde a diverses maladies
humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des substances, dites alors actives,
qu'elles renferment. Pour I'évaluation de I'activité biologique de ces plantes, il est impératif de
recourir a des tests biologiques appropriés et a des méthodes de screening chimique (Tyihak

al., 2007).

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme siecle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser. Un grand nombre de plantes, aromatiques, des plantes épices et
autres, possedent des propriétés biologiques trés importantes, qui trouvent des applications
dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture

(Bahorun, 1997).

Les recherches actuelles sur les molécules antimicrobiennes d’origine naturelle se concentrent
principalement sur les plantes, car ils peuvent étre achetés plus facilement et seront
sélectionnés sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle (YYano et al., 2006)
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Présente étude s’inscrit dans cet objectif et elle a porté sur :

- D’identification de certains groupes chimiques bioactifs contenus dans les extraits
éthanoliques des plantes étudiées : Marrubium vulgaire, Thymus ciliatus, Rosmarinus
officinales et Buxus Dioica.

- D’évaluation I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion en milieu gélosé

des extraits éthanoliques des plantes étudiées..
Ce travail sera présenté comme suit :

% Dans le premier chapitre, nous présentons une analyse bibliographique décrivant
les notions essentielles sur les plants étudiées (les plantes médicinales,
classification et intérét des métabolites secondaires ,le activité
antimicrobiennes,),

% deuxiéme chapitre Evaluation qualitative et quantitative des propriétés
antibactériennes des extraits préparés.(le activité antimicrobiennes et dosage de
polyphénols

¢ troisiéme chapitre résultat et discussion
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I. Généralités sur les plantes médicinales :

1-1-  Thymus ciliatus : T’origine du nom sujette a diverses interprétations : Thym
proviendrait du mot latin "thymus™ qui signifie "parftimé".Thym a partir du mot
grec "thumus" qui signifie "courage” (anonyme 1). Le thym appartient a la famille
des labiées, environ 215 espéces sont cultivées dans le monde (Ebrahimi et aL,
2008).

1-2-Description morphologique de Thymus ciliatus : Le Thymus ciliatus est une espece
spontanée, c'est un arbrisseau de petite taille, mais pouvant former des touffes bien étalées
sur le sol ; les feuilles florales sont différentes des feuilles caulinaires, en général fortement
dilatées a leur portion inférieure. Rencontrée dans les broussailles, matorrals, sur substrats
calcaires et siliceux et sur sols rocailleux et bien drainés, la plante se répartit sur (Benabid,
2000)

1-3- Classification de Thymus ciliatus slon, Quezel et Sant En 1963

Embranchement.............ccocevviiniiicnnn. Phanérogames

Sous Embranchement.............ccccceovenennne. Angiospermes
ClaSSE.....cveeteeiecie e Dicotylédones

SOUS CIaSSE.......covvrereciecieee e Gamopétales

SEIIE oo Gamopétales Hypogynes
SOUS SEFI€....cveieieieeie e Division Bicarpétalées
OFAre. ..o Tubiflorales

SOUS OFdre.......ooeeeeeeeeieie e Lamialles
Famille.......ccoooviieiiee e Labiées

LI ] PSS Saturiés
GEBNIE....oieiee s Thymus

ESPECE ..o, Thymus ciliatus
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1- 4-Composition chimique : Les principaux métabolites secondaires du genre Thymus sont
les flavonoides. Le genre Thymus appartient a la sous-famille des Nepetoideae réputée pour

stocker des flavonoides polyméthoxylés, (Ismaili et al., 2001 ; Haraguchi et al., 1996).

La lutéoline et la 6-hydroxylutéoline sont des chémomarqueurs des especes Thymus, la
thymusine (5,6- dihydroxy-7, 8,4’-triméthoxyflavone) est aussi caractéristique de cette sous-
famille. L’huile essentielle de Thymus ciliatus est composée principalement de thymol, de B-
Eocimene et d’a—terpinéne accompagnés d’autres constituants a des teneurs relativement faibles

: linalol, &-3-carene, 1,8-cinéole et carvacrol (Benabid, 2000).

1- 5- Usage traditionnel du Thym : C'est une plante aromatique tres odorante, utilisee
dans la cuisine algérienne pour faire les différents plats ; recommandée contre tous les types
de faiblesse, et indiquée pour les crampes d'estomac, les inflammations pulmonaires et les
palpitations, ainsi que les affections de la bouche, les contusions (lésion produite par un
choc sans déchirure de la peau), et les accidents articulaires (Djerroumi et Nacef, 2004).

1- 1l est considérée aussi comme l'un des remédes populaires les plus utiles et
efficaces, dans le traitement des affections respiratoires ; rhume, grippes, et angine.
Il contribue également dans le nettoyage et la cicatrisation des plaies, et aussi
I'expulsion des gaz intestinaux (Hans, 2007).

| -2-Rosmarinus officinalis L

2-1- Habitat et description: Originaire des régions méditerranéennes, le romarin pousse
spontanément dans le sud de I'Europe. On le cultive dans le monde entier a partir de semi
ou de boutures au printemps Le Rosmarinus officinalis L. dont le nom rose de mer vient
simplement du fait qu'il pousse spontanément au bord de la mer (Iserin et al ., 2007) .C’est
un arbrisseau de 50 cm a 1 metre et plus, toujours vert, trés aromatique, tres rameux, tres

feuillé (feuilles en forme d’éguilles blanchatres et duveteuses par dessous) (Hans, 2007).

2-2- Position systematique :

SOUS TEQNE.....eveveereeeeereeereee e, Cormophytes
Embranchement...........ccoooovieiiiiiicciien, Spermaphytes
Sous embranchement..............cccccevvenene. Angiospermes
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ClASSE ..ot Eudicots

SErie : SUPEr OVaire ......... coceveevevevennenn. Tétracyclique
Ordre....cueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Lamiales
Famille........coooveeieieeeeeeeeee Lamiacées

GEeNre ESPECE......ecveeeeereeeeeveecreeieeveeae Rosmarinus officinalis

2-3- Composition chimique :

Les principaux constituants du romarin responsables des différentes propriétés sont : Les
acides phénoliques : acide vanillique, acide caféique, acide p-coumarique (Ibafez et al,
2003 ; Ramirez et al, 2004 ; Cavero et al, 2005 ; Herrero et al, 2005 ; Muchuweti et al,
2007 ; Pérez et al, 2007)

Les flavonoides : genkwanine, cirsimaritine (Ibafiez et al ,2000; Cavero et al, 2005),
ériocitrine, hesperédine, diosmine, lutéoline (Okamura et al, 1994 ; Del Bano et al, 2004),

apigénine (Yang et al ,2008)

2-4-Utilisation de Romarina : Le romarin est une plante méditerranéenne ayant des qualités
et propriétés stimulantes, antiseptiques et insecticides. Il sert a la fabrication des parfums
il fut utilisé en médecine contre les débilites de tout genre. Il calme les nerfs surtout au

moment de la ménopause. Il est en méme temps diurétique( SEDJELMASSI ,. 1993).

3-1-Marrubium vulgare

Le Marrube vulgaire est une Arbuste, d’aspect blanchatre trés rameux, a poils laineux
appliqués, a feuilles petites en coin a la base et portant quelque dents au sommet, fleurs en
petites glomérules a 1’aisselle des paires de feuilles, corolle petite par apport au calice
tubuleux, celui-ci s’accroissant considérablement par sa partie supérieure en formant
autourdu fruit une auréole membraneuse (Ozenda, 2004).
3-2-Classification taxonomique Selon Judd et al., (2002) la position systématique de

I’espece Marrubium vulgare est :
REGNE.....evieeeeeceeee e Végétale

Embranchement............cccoooieiiiicnnn. Angiosperme.
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ClaSSB...uviuieeeieeteeteeeeeeeeeee e Eudicotylédones.
SOUS-CIASSE......oovieeiiciieieeeeeeeee e Gamopétale.
OFdre....cveeeeeeeeeeeeeeee e Lamiales.
Famille........coooveovieeeieeeeceee e Lamiacées.
GENIE....eeeeeeeeeeee e Marrubium.
ESPECE....oovieeieeeeeeeee e Marrubium vulgare L.

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

3- 3-Composition chimique

On y trouve des diterpénes amers de la série des furanolabdanes et surtout des composeés de
lactones : marrubiine principalement et son précurseur préfuranique, la prémarrubiine, mai

aussi du pérégrinol, du vulgarol, du marrubénol et du marrubiol. 1l y a également des
Hétérosides flavoniques du quercétol, de la lurtéoline ou de 1’apigénine, mais aussi des
lactoylflavones, et quelques dérivés de 1’acide ursolique. En outre il y a des tanins
specifiques des Lamiacées et dérivés de I’acide hydroxycinnamique,(juste & 7%) (Acide
cholorogénique, caféique, caféylquinique, mais absence d’acide rosmarinique). Toutefois
la présence d’une faible quantité d’huiles essentielles comportant différents composés
monotérpéniques (mois de 1% : a-pinéne, camphéne, lomonene) (Wichtlet , Anton, 2003).

2-4-Utilisation de Marrubium vulgare

Les Grecs de I'Antiquité I'utilisaient contre les morsures de chiens enragés. En médecine
ayurvédique (Inde), chez les aborigenes d'Australie et les Amérindiens d'’Amérique du
Nord, le Marrube servait a traiter les infections des voies respiratoires.  Selon la
commission allemande, elle est utilisée dans le traitement des dyspepsies et la perte

d’appétit. (DJ ,2014)

4-1-BUXACEES

Arbustes toujours verts, a feuilles opposées ovales trés entieres, sans stipules.

Inflorescences sessiles, en glomérules axillaires. Fleurs unisexuées par avortement, munies
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d'une bractée. Sépales 4, inégaux. Fleurs méles a 4 étamines, les femelles a 3 styles. Ovaire
biloculaire. Capsule loculicide a 3 valves. (Quezel et al.,1963).

4-2-Position systématique :

Régne .....................eeeeeeeen. Plante
Embranchement..................... Spermatophyta (Angiospermae)
Classe .....cooviviiiiiiiiiieen, Dicotyledones

Ordre ..o Celastrales
Famille..............coco Buxaceae
GeNIE...eieiiiiiiiiii Buxus

4-3- utilisation du katam :Le katam permet de foncer les teintes obtenues avec le henné
et de donner de I’éclat aux cheveux, il a la particularité de couvrir les cheveux blancs.
Proche de I’indigo, lorsqu’il est mélangé au henné il donne une palette de couleur allant du
chatain clair au chatain fonce (brun chocolat) selon la couleur de base, le temps de pose et

le nombre de hennés présents sur le cheveu.
1. Activités biologiques des extraits

Le role physiologique des extraits pour le régne végétal est encore inconnu. Cependant, la
diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confere des rdles et des

propriétés biologiques trés variés.

1- Activité antimicrobienne : De nombreux auteurs ont rapporté que les extraits d’herbes
ont des composés chimiques capables d’avoir une activité antimicrobienne (Bousbia,
2004). Les constituants des extraits sont actifs contre une large gamme de bactéries levures
et champignons.

1-1- Activité antifongique : Le pouvoir antifongique des plantes aromatiques a été mis
en évidence par de nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes (Billerbeck et al,

2002 ; KOTHE et al ., 2004 ; Oussou et al., 2004) et contre les dermaphytes et les
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champignons pathogénes et

(Teixeiraduarte, 2005)

opportunistes tels que Candida albicans (levure)

1-2- Activité antibactérienne : Les plantes n’ont pas un systeme immunitaire proprement dit qui
peut identifier une infection spécifique, leur propriété antimicrobiennes sont généralement
efficaces contre une large gamme de micro-organisme. Ces propriétés sont utiles pour les

infections chez les humains (Remmal, 1993; Chami, 2005; CVALLO et al, 2006)

Les polyphénols :

Ils sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un cycle aromatique
portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. Ces molécules sont
présentes dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois) et sont généralement impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou

la maturation des fruits (Boizot., 2006)

PHENOLICS

|
! ! |

Polyphenols Phenolic Acids Miscellaneous
Tenning Flavonoids  Mydroxycinnamic Mydroxybenzoic CN—"
{3 or more phenol 2' ds Y g ds Stilbenes
subunits) Lignans
olyzabl non- Flavone " .
P hydrolyzable Chalcone These compounds can occur in
| Flavonol free form (aglycon) or conjugated
_ Flavanone form with sugar or acid units,
Catechin & Isoflavone
Gallic Acid ,
Polymers Epicatechin Flavanol
Polymers Anthaoynidin

Figure01 classification des composés phénoliques (luthria.,2006)
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MATERIEL ET METHODE

I. Matériel végétal :

1. Identification les plantes Marrubium vulgaire, Thymus ciliatus

.Rosmarinus officinales. Buxus dioica :
L’identification des plantes médicinales Marrubium vulgaire, Thymus ciliatus .Rosmarinus
officinales et Buxus dioica a été fait par les enseignant (Sarri Djamal), (Bendif hamdi) et
(Rabah Bounar) botanistes de la faculté des sciences, Département SNV, Université
Mohamed Boudiaf M’sila.
2. Récolté du matériel végétal :
La récolte des plantes Marrubium vulgaire, Thymus ciliatus, Rosmarinus officinales et
Buxus dioica a été en mai 2015 effectuée dans la région d’OULED AISSA commune
rabta wilaya BORJ BOU ARRERID.
3. Broyage:
Les différentes parties des plantes étudiées sont broyées directement a I’aide un
Mortier afin d’obtenir des poudres, cette dernier constituent le matériel végétal
final qui utilisé pour la préparation des extraits.
4. Conservation :

Les broyats sont stockés dans sachets .

Figure 02 : matériel végétal
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Il. Préparation des extraits :

Extraction par les solvants organiques a polarité , en utilisant un solvants a polarité
croissante éthanol , méthode décrite par ( Bendif et al., 2017) . La quantité de solvant
doit étre appropriée a la quantité de matiere végétale dont nous disposons (dans notre cas,
200 ml de solvant pour 20 g de poudre). L’extraction est effectuée sous agitation
continue et & température ambiante durant 24 heures.

Figure 03: Agitation et filtration Des 'extrait éthanolique de Marrubium vulgaire,

Thymus ciliatus .Rosmarinus officinales et Buxus Dioica

Apres filtration, le résidu est ensuite concentré par évaporation rotative dans un Rotavapeur puis

séché a poids constant a I’air pendant mois (figureO 3).
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figure0 4 : Rotavapeur de types BUCHI R-120

20 g du materiel végeétal
(poudre)+ 200 ml de méthanol

Macération a la température
@ ambiante et Agitation a 24h
< Filtration
Evaporation au
Rotavaneur( 40 °C)

Extrait éthanolique brut

Figure 05 : Protocole de préparation d'extrait éthanolique par macération.

( Bendif et al., 2017 )
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I11. Etude de ’activité antibactérienne et antifongique

Cing souches bactériennes et Deux souches fongiques (Tableau n° 1) ont été choisies pour
leur pathogénicité et leur multi résistance. Ce sont des espéces Gram négatif /ou Gram positif,
pathogénes et responsables d’infections graves chez I’homme et . Elles sont activées a 37 °C par
repiquage sur milieu gélosé Muller-Hinton(MH) .

TableauO 1 :Liste des souches bactériennes et fongique.

Souche Référence Gram
Escherichia coli ATCC25922 Négatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 Négatif
Staphylococcus aureus ATCC25923 Positif
Proteus mirabilis ATCC 104588 Négatif
Bacillus cereus ATCC 13569 Positif
Aspargilus niger I I
Candida albican ATCC 10231 /l

Ces souches de collection internationale ATCC (American type culture collection) ont

tous été fournis par le laboratoire de microbiologie, université D’ Msila

1. Milieu de culture
v bouillon nutritif (milieu de repiquage)
v Gélose nutritive (milieu de dénombrement)
v" Gélose Mueller Hinton (milieu de I’activité antibactérienne )
2. Conservation des souches :
Les souches sont conservées a 6°C dans des Boites de pétrie stériles contenant milieu de
Culture (gélose nutritive)

3. Préparations des prés cultures

Des colonies bien isolées des cultures pures ont été repiquées dans le bouillon nutritif

puis incubées a 37 °C pendant 72
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4. Préparation de I’inoculum :

Chaque souche est ensemencée au préalable sur une gélose nutritive, pour obtenir une culture
de 18 a 24 h. Ensuite, 4 a 5 colonies bactériennes bien isolées sont mis en suspension dans un
bouillon nutritif (ou en eau physiologique a 0,9 % NacCl). Puis cette suspension est ajustée au
standard Mc Farland 0,5 a 1’aide d’un spectrophotomeétre, correspondant a une densité optique
DO entre 0,08 &4 0,1 lue a 625 nm, ce qui correspond a une suspension contenant environ 108
UFC/ ml (CA-SFM, 2010).

5. Dilution des extrait des plantes étudiées :
Chaque 50mg de extraite déja Préparé diluée dans 1ml DMSO avec la ajutation a
I’aide la fortax

6. Méthode de diffusion des disques sur milieu solide :

L’ensemencement est réalis¢ par écouvillonnage a partir d’un inoculum dilué au 1/10(environ
107 UFC/ml) (CA-SFM, 2010). A I’aide d’un écouvillon stérile, introduit dans la suspension
bactérienne et essoré contre la paroi interne du tube, réaliser des stries paralléles et aussi
serrées que possible a la surface d’une boite de Pétri préalablement coulée avec la gélose de
Mueller- Hinton (pour un flacon 180ml gélose de Mueller-Hinton ajouté 3.6g glucose et

90mg bleu de méthyléne pour activité de Candida albicans comme méthode standard.

Répéter I’opération deux fois en tournant la boité 60° et en tournant I’écouvillon sur lui-

méme.

Des disques de papier filtre, de 6 mm de diametre, sont préparés et stérilisés. lls sont ensuite
imprégnés de 10 ul de I’extrait testé dilué dans du DMSO pur, et déposés a la surface de la

boite de Pétri ensemenceée. , I’opération est répétée trois fois.
Un disques témoins négative est déposés sur la méme boite ; un disque contenant 10 ul de
DMSO pur .

Les boites de Pétri sont laissees sur la paillasse au moins 15 min pour une prédiffusion de
I’extrait avant d’étre incubées a 37°C pendant 24 h. ( Gulluce et al., 2007)
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I\VV. Dosage des polyphénols totaux

Le Dosage des polyphénols totaux dans les extrait des feuilles thymus ciliatus ; marrubium
vulgaire buxus dioca et Rosmarinus officinales Le réactif de Folin Ciocalteu a été employé

pour déterminer la teneur en phénols totaux des extraits d’échantillons selon la méthode de

singleton et al1999

. Le complexe produit absorbe fortement a une longueur d’onde de I'ordre de 765nm.

Elle est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux

200 pl d’extrait 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu

Aprés 4 min

800 pl de carbonate de sodium (Na2C03) (75g/l)

Incuber a la température de laboratoire pendant
2h

Lire I’absorbance a 765 nm apres refroidissement

Figure06 : Protocole de dosage des composes phénoliques (singleton et al1999)
v. Analyse statistique :

Les données de I'analyse de I'activité antimicrobienne des extraits, ont été analysees par le logiciel
SAS 9. Les moyens de traitements pour chaque expérience ont été comparés en utilisant le test de

Duncan au seuil de probabilité de 5 %. Sur le tableau, chaque moyenne est affectée d’une lettre et

les moyennes suivies d’'une méme lettre ne sont pas significativement différentes.
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Résultat et discussion

|I. Détermination du rendement :
Rendement Les extrait éthanolique de Marrubium vulgaire, Thymus ciliatus .Rosmarinus
officinales. Buxus Dioica a été quantifié selon la formule suivante:
R%=PE/PMV

R : rendement
PE : poids de I’extrait (g)
PMV : poids de matiére végétale (g)

Les valeurs obtenues sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau0 2: Rendement des extraits éthanoliques des plantes Marrubium vulgaire,
Thymus ciliatus .Rosmarinus officinales. Buxus Dioica

matiére végétale 20g Poids de I’extrait (g) rendement (%)
Thymus ciliatus 5 25
Rosmarinus officinales 7 35
Marrubium vulgaire 3.70 18

Buxus Dioica (10g) 1.5 7.5

1. Activité antimicrobienne des extraits des plantes

Le pouvoir antifongique et antibactérien des quatre substances naturelles extraites des
parties aérien de Marrubium vulgare ; Thymus ciliatus ;Rosmarinus officinales et Buxus
Dioica a été déterminé sur milieu : gélose de Muller Hinton : et Pour ce faire, nous

avons utilisé la technique de diffusion sur milieu solide selon (Gulluce et al., 2007).
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Figure 09: Exemples de Dactivité antibactérienne de extrait testé :cas Pseudomonas aeruginosa
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Figurell: Exemples de I’activité antibactérienne de extraits testé s cas Staphylococcus aureus
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Figure 13 : Exemple de I’activité antifongique des extraits testés cas : Candida albicans

Al : Undisque de extrait de de partie aérienne de Rosmarinus Officinalis
A2 : Undisque de extraits de partie aérienne de Thymus ciliatus

A3 : Undisque de extrait de de partie aérienne Marrubium vulgaire
A4 : Un disque de extrait de partie aérienne de buxus dioica

B : Un disque témoins négative D
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1. Evaluation de I'activité antimicrobienne

25
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c 20
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88 5-
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Figurel4 : Les zones d’inhibition des extraits sur les souches bactéries étudiées

On peut considérer une activité antimicrobienne si le diamétre de la zone d’inhibition observé

autour du disque de papier Wattman est supérieur ou égal a 6 mm. Généralement les

diameétres des zones d’inhibition obtenues avec les bactéries gram positifs sont plus

importants que ceux obtenus avec les bactéries gram négatifs.

Tableau03:activité antimicrobienne des extraits des plantes étudiées

Diameétre des zones d’inhibition de la croissance (mm)

Extrait Bactéries a Gram négatif Bactéries a Gram Levure Champignon
méthanoliqu positif filamenteuse
e des plantes | Pseudomona | E coli Proteus Bacillus Staphyloc | Candida Aspergillus

S aeruginosa mirabilis cereus occus albicans niger
aureus

Rosmarinus 11,33+1,53° 11,00 + 08,33+0,5 0 08,00£0,0 | 22,33+0,58* | 11,33+3,21™
Officinalis 0,00 8 6,00+0,00° 0o
Thymus 11,00+1,73° 09,67 + 09,67+2,0 | 08,67+1,1 | 08,67+1,1 | 13,00+3,46° | 10,00+1,00™
ciliatus 1,15° 8b 5 5
Marrubium 06 ,00+0,00° 07,67 % 11,00+1,7 0 0 08,00+1,73° | 06,00+0,00°
vulgaire 0,58° 3 6,00+0,00? | 6,00+0,00°
Buxus dioica | 08,33+1,53° 07,67 £ 20,00+52 | 07,33+0,5 | 08,33+05 | 26,67+5,77* | 09,00+0,00

1,11° 0 g° g’
Amoxicilin 20,00+1,00° 17,00 + 20,00+1,0 | 20,33+0,5 | 21,33%0,5 - -
25ug/ml 0,00° 0 g? g?
Amphotéricine - - - - - 22,33+0,58* | 12,67+0,58%
B
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pour Bactéries & Gram négatif :

e Pseudomonas aeruginosa, L’antibiotique Amoxicilin suivi a la moyenne a
les extraits Rosmarinus Officinalis et Thymus ciliatus suivi a la méme moyenne
b, donc ne sont pas significativement différentes. L’extrait de Buxus dioica suivi
a la moyenne ¢ .marrubium vulgaire suivi a la moyenne d absonce [I’activité
(06 ,00£0,00) .

e E coli, L’antibiotique Amoxicilin suivi a la moyenne a ; L’extrait Rosmarinus
Officinalis et L’extrait Thymus ciliatus suivi a la méme moyenne b ;et L’extrait
Marrubium vulgaire et L’extrait Buxus dioica suivi ala méme moyenne c

e Proteus mirabilis, L’antibiotique Amoxicilin et L’extrait Buxus dioica suivi a
la méme moyenne a donc on constate une trés forte inhibition d’extrait Buxus

dioica sur Proteus mirabilis 20,00+5,20 mm
pour Bactéries & Gram positif :

e Bacillus cereus L’antibiotique Amoxicilin suivi a la moyenne a, Thymus
ciliatus suivi a la moyenne b ; Buxus dioica suivi & la moyenne c
Rosmarinus Officinalis et Marrubium vulgaire suivi a la moyenne d
e Staphylococcus aureus, L’antibiotique Amoxicilin suivi a la moyenne a.
Rosmarinus Officinalis, Thymus ciliatus et Buxus dioica suivi a la méme moyenne b

Marrubium vulgaire suivi a la moyenne ¢

Pour Un seul Levure : Candida albicans ; L’antibiotique Amphotéricine B , I’extrait
Rosmarinus Officinalis et ’extrait Buxus dioica suivi a la méme moyenne a donc la
méthode de diffusion en milieu solide les deux extraits Buxus dioica et Rosmarinus
Officinalis ont montré une activité antibactérienne plus élevé sur Candida albicans que les
autres extraits , les zones d’inhibition ont été 26,67+5,77° mm  et22,33+0,58° mm

respectivement. ,Marrubium vulgaire et Thymus ciliatus suivi a la moyenne b
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Pour Champignon filamenteuse : Aspergillus niger Amphotéricine B suivi & la moyenne
a. Rosmarinus Officinalis et Thymus ciliatus suivi au méme moyen ab . Buxus dioica suivi &

la moyenne b, Marrubium vulgaire suivi a la moyenne c

IV.  Teneur des polyphénols totaux :
Les polyphénols totaux ont été détermines par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide

acide gallique a été utilisé comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur
d’onde de 765 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant
L’équation:

Y=100,88x :R?=0.9628

courbe d'etalonnage d' acide gallique
250
200
E /
€ 150 y = 100,88x
S * 2
2 * R?=0,9628
£ 100
8
[=
8 50
O T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
absorbance a765

Figurel5 : courbe d’etalonnage d’acide gallique

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent de 1’acide gallique
par milligramme de poids sec de D’extrait (mg EA g/mg Ps). A partir de la courbe

d’étalonnage, la concentration des polyphénols totaux des extraits
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Tableau04 : Teneur en polyphénols totaux (mg/g de poids sec de la plante).

matiere végétale teuneur de polyphénole
(mg EA g/mg Ps)
Thymus ciliatus 44.6
Rosmarinus officinales 45.597
Marrubium vulgaire 13.5
Buxus Dioica 40.7

Suivant le Tableau ci-dessus, on a enregistré en équivalent acide gallique 45.597 mg
;44.6mg ; 40.7mg et13.5mg par g de matériel végeétal sec, respectivement avec les extraits
Rosmarinus officinales ; Thymus ciliatus et Buxus Dioica . Les extraits représentent la
teneur la plus élevée en polyphénols, sauf I’extrait de Marrubium vulgaire représente faible

teneur en polyphénole.
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Conclusion

Conclusion

Les plantes aromatiques et medicinales possedent des propriétés biologiques tres
importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a savoir en
médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture.

L’activité antimicrobienne de quatre plantes médicinales (Thymus ciliatus, Rosmarinus
officinales, Marrubium vulgaire et Buxus Dioica) a été déterminée sur cing souches
bactériennes pathogenes et deux souches fongiques pathogenes , selon la méthode de
diffusion disque, Les résultats indiquent que les trois extraits Thymus ciliatus, Rosmarinus
officinales et Buxus Dioica possedent une activité antimicrobienne sur toutes les souches
testées ;sauf extrait Marrubium vulgaire qui ne manifeste pas une activité sur tous les
souches testées.

L’étude phytochimique des extraits éthanoliques des plantes étudiées montre la présence
des polyphénols totaux avec des différentes concentrations Thymus ciliatus 44.6 (mg EA
g/mg Ps) ; Rosmarinus officinales 45.597 (mg EA g/mg Ps) ;Buxus Dioica 40.7 (mg EA
g/mg Ps) ; Marrubium vulgaire 13.5 (mg EA g/mg Ps). Cette présence de polyphénols avec
des différentes concentrations est probablement la cause de I’activité antimicrobienne. Les
extraits éthanoliques de ces plantes médicinales peut étre une alternative des antibiotiques.
Ces résultats préliminaires pourraient permettre de justifier 'usage de nos plantes dans la

médicine traditionnelle en Algérie.
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ANNEXE

annexe 01 : Les composants de milieu de culture

Milieu de culture Constituant Quantité
Extrait de viande 059
Peptone 10g
Bouillon nutritif Chlorure de sodium 059
Extrait de viandes 039
Hydrolisation acide de 17,59
Muller Hinton caseine
Agar 169
Extrait de viande 059
Peptone 10g
Gélose nutritive Chlorure de sodium 059
Agar 159

ANNEXEO2 : dosage de acide gallique selon la méthode (singleton et al1999)

C (ag)ug/ml 1 2 3 4 5 6 7 8 9
dosagel 0.341 0.424 | 0.495| 0.608 | 0.820 | 0.999 | 1.222 | 1.628 | 1.990
dosage2 0.335 0.429 | 0.506 | 0.599 | 0.790 | 0.990 | 1.230|1.616 | 1.910
dosage3 .0.334 | 0.426 | 0.502|0.601 |0.804 |0.996 |1.221|1.600 | 1.919
moyenne 0.336 | 0.426|0.501| 0.602| 0.804 | 0.9975 | 1.225| 1.614 | 1.939
concetration | 30 40 50 60 80 120 140 160 180

ANNEXEO3 : dosage de extrait éthanoique de Rosmarinus officinales

EXTRAIT1 0.5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml 4mg/ml

C(mg/m)l

dosagel 0.274 0.350 0.444 0.610

dosage2 0.281 0.345 0.458 0.623

moyenne 0.2775 0.3475 0.451 0.6165
concertation 50 100 200 400
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courbe d'etalonnage de teneur de compose

phénolequi de extrait de rosmarinus

400 -
300

’

R? = 0,9906

200

100

concentration

0,2

0,4
absorbance a765

0,6

0,8

ANNEXEO4 :teneur des polyphénols de de Rosmarinus officinales

ANNEXE 05 :dosage de extrait éthanoique de Thymus ciliatus

EXTRAIT 2 0.5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml 4m

C(mg/m)l g/ml
dosagel 0.290 0.353 0424 0.540
dosage2 0.281 0.340 0.420 0.556
Moyenne 0.2855 0.3465 0.422 0.548
concertation 50 100 200 400
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phénolequi thumys ciliatus
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ANNEXO06 : teneur des polyphénols de Thymus ciliatus




ANNEXE

ANNEXE 0 6:dosage de extrait éthanoique de Marrubium vulgaire

EXTRAIT3 0.5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml 4mg/ml

C(mg/m)l

dosagel 0.041 0.079 0.125 0.195

dosage? 0.038 0.086 0.113 0.200
moyenne 0.0395 0.0825 0.119 0.1975
concertation 50 100 200 400

courbe d'etalonnage de teneur de compse
phénolequi de marrbium vulgaire

500
c 400 - = =
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© 300
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Annexe07 :teneur des polyphénols de Marrubium vulgaire

ANNEXE 0 8 :dosage d’extrait éthanoique de Buxus Dioica

EXTRAIT4 0.5mg/ml 1mg/ml 2mg/ml 4mg/ml
C(mg/m)l
dosagel 0.156 0.228 0.345 0.592
dosage 2 .0161 0.235 0.358 0.581
Moyenne
0.1585 0.2315 0.3515 0.5865
concertation
50 100 200 400
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concentration
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ANNEXE 09:Teneure compose phénolique de Buxus Dioica




Résume

Résumé :

I’activité antimicrobienne de quatre plantes médicinales Thymus ciliatus ; Rosmarinus
officinalis et Marrubium vulgaire (Lamiacées)et Buxus dioica (Buxacées) , sur cing
souches de bactéries et deux souches fongiques (Escherichia coli  ;Pseudomonas
aeruginosa ;Staphylococcus aureus ; Proteus mirabilis ; Bacillus cereus ;Aspargilus
niger ; Candida albicans ) a été évaluée par la méthode de diffusion & partir d’un disque
solide. Une trés forte inhibition d’extrait éthanolique de Buxus dioica sur Proteus mirabilis
20,00£5,20 mm et Candida albicans 26,67+5,77 mm a été observée. Les polyphénols totaux
déterminés par la methode ciocalteu- foiln , a montré que le teneur polyphénol est variable
d’une espéce a l'autre. En effet, les concentrations des polyphénols dans les extraits

éthanoliques sont: Thymus ciliatus 44.6 (mg EA g/mg Ps) ; Rosmarinus officinales 45.59
(mg EA g/mg Ps) ; Marrubium vulgairel3.5 (mg EA g/mg Ps) ; Buxus Dioica 40.7(mg EA
g/mg Ps). Globalement, ’activité antimicrobienne de Buxus dioica et Thymus ciliatus sont

plus importante que celle de Rosmarinus officinalis et Marrubium vulgaire.

Mots clés : Activité antimicrobienne ; Thymus ciliatus ; Rosmarinus officinalis ; Buxus

dioica ; Marrubium vulgaire ; polyphénols
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