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Résumé

Rosmarinus officinalis (Lamiacée) est une plante endémique de la flore algérienne trés
utilisee en Algérie pour ses vertus medicinales et contient des substances et des composés
naturels qui montré un grand potentiel dans le traitement de maladies humaines telles que le
cancer, les maladies infectieuses ...cet. Dans ce cadre, le présent travail est porté sur une
étude phytochimique des polyphénols majoritaires contenus dans cette plante, et une

évaluation de leur activité antioxydante, antifongique et antibactérienne.

Le rendement de I’extraction par 1’éthanol et I’cau distillé dans les feuilles de romarin a
un pourcentage de 7 % ; 9.85 % (70/30 ; v/v) et (50/50 ; v/v) respectivement. L’Ext 2 est

supérieur a celui de I’Ext 1.

En effet la teneur totale en composés phénoliques a été determinée en utilisant le réactif
Folin-Ciocalteu a ’aide de 1’acide gallique utilis¢é comme phénol standards, Les teneurs en
composés phénoliques totaux révelent que la teneur la plus diminué des polyphénols est
constatée dans la fraction 1’hydro-éthanolique (70/30 ; v/v) du Rosmarinus officinalis (0.95mg

EAG/g d’Extrait) et pour I’hydro-éthanolique (1.9 mg EQ/g d’Extrait).

La détermination de D’activité anti-radicalaire vis-a-vis le radical DPPH montre que
I’extrait 1’hydro-éthanolique (50/50 ; v/v) a un pourcentage d’inhibition égal 74,87 %
présente un pouvoir antioxydant plus élevé que celui de I’extrait I’hydro-éthanolique (70/30 ;

v/v) a un pourcentage d’inhibition égal 59,85 %.

L'activité antibactérienne a également testé sur trois souches bactériennes (Gram+ et

Gram-) selon la méthode de diffusion de disque.

Les bactéries testées sont plus sensibles (E. coli, Pseudomonas aérogénosa et

Staphylococcus aureus) a I’action des extraits testés.

L'activité antifongique a également testé sur Candida Albicans selon la méthode de

diffusion de disque La levure testées sont plus sensibles a I’action des extraits testés.

Mots clés : Rosmarinus officinal, activité antioxydant, antimicrobienne, antifongique



oailal)

(6 simgs Aol il a8 s 3k e a2 adl Ll (e ol sie i s Jend) JiS)

ol se¥) s Glaudl Jie i) canal Sl Gl Y1 zke (A 5 aS IS < jelal Al LS a5 350 o

(Sl 138 3 3 pm sl omsi sl s pll AL LS Al 3 o Al Jadl 3 5 e3ndl 3 &) sed)
LSl g il skl 5 5auSU aliaall Ledalis ani

e 785.95 (V1 V £30/70) e 47 i diad) JiS) G350 (e Jslil 5 sned) clalitiiig 353 5 s
1 paliina) A e Lol 2 paliiud s Nl e (v / v £50/50)
L aea aladiuls folin_ciocalteu «adlS aladinly 43 gidl) LS jall S (g ginall daas o3 2816 8

mg EAG 0.95) daall JiSI (e (Vv 30/70) Jsilisl s yaed) o 5all (8 Jsid ( Jsall Las ol (53l lamaS aaainsdll
.extraie 02 u=liiue (e (Mg EQ/g1.9) Jstl s uel) ¢ 32l 5 extraie 1 paliival (s (/g

50/50) s s xel) Jaal) Qi) paldivns o 2a 5 Cune DPPH il 83k (g 8208y ilalins aplli o
Ly 4o alv/v) 30/70) 5l s el (8 2 sa sall 3uSY) dliane (e e 9474.87 (s sbas Tapiill A azaly/y)
%.59.85 s sk
oadl) il 45kl B (- (Gram+.GramidiSs S & e Ll LSl sliaal) Jalsil) sl o
Somaal cllalitia) Jasd alaa S0 5 yaaall U ,a<il)
5 siaal) 5_jpeall S 5 oAl L Ay ylal 18 5 il Cllaall e ey jladll saliaal) ddladll Ll 23 LS

Somaddl cllalinidl il dslia ST

Gl hadll aliaa iy g ySiall dlaa (BawsSS aliaa Jalds (Jual) JuIS) sdalidal) cilalsl



Abstract

Rosmarinus officinalis (Lamiaceae) is an endemic plant of the Algerian flora widely used
in Algeria for its medicinal properties and contains natural substances and compounds which
have shown great potential in the treatment of human diseases such as cancer, infectious
diseases, etc.... In this context, the present work is focused on a phytochemical study of the
majority polyphenols contained in this plant, and an evaluation of their antioxidant, antifungal

and antibacterial activity.

The vyield of the extraction by ethanol and distilled water in the rosemary leaves has a
percentage of 7% ; 9.85% (70/30 ; v/v) and (50/50 ; v/v) respectively. Ext 2 is superior to Ext
1.

Indeed the total content of phenolic compounds was determined using the Folin-Ciocalteu
reagent using gallic acid used as phenol standards, The contents of total phenolic compounds
reveal that the lowest content of polyphenols is observed in the hydro-ethanolic fraction
(70/30 ; viv) of Rosmarinus officinalis (0.95mg EAG/g of Extract) and for the hydro-ethanolic
(1.9 mg EQ/g of Extract)

The determination of the anti-radical activity vis-a-vis the DPPH radical shows that the
hydro-ethanolic extract (50/50 ; v/v) has a percentage of inhibition equal to 74.87% presents a
antioxidant power higher than that of the hydro-ethanolic extract (70/30 ; v/v) has a

percentage of inhibition equal to 59.85%.

Antibacterial activity also tested on three bacterial strains (Gram+ and Gram-) according
to disk diffusion method.

The bacteria tested are more sensitive (E. coli, Pseudomonas aerogenosa and

Staphylococcus aureus) to the action of the extracts tested.

The antifungal activity also tested on Candida Albicans according to the disc diffusion

method The yeast tested are more sensitive to the action of the extracts tested.

Keywords : Rosmarinus officinale, antioxidant activity, antimicrobial, antifungal
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Introduction Générale

Introduction Générale :

Les plantes médicinales et aromatiques furent utilisées par I’homme depuis 1’antiquité.
De nos jours leur utilisation a pris un essor considérable dans les industries de parfum,
produits cosmétiques et pharmaceutiques. Les plantes sont la source principale de substances
actives ou au moins 35 000 espéeces sont utilisées dans le monde. (Mouas, et al., 2017).
L'Algérie est caractérisée par une grande superficie étendant de la mer Méditerranée au nord a
la profondeur du Sahara africain au sud, cette extension lui donne une diversité dans la
situation climatique, et présente une flore de 3 510 especes dont 450 espéces sont répertoriées
dans les hauts plateaux et le grand sud du pays (Mouas, et al., 2017). Solen l'organisation
mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la terre ont recours aux
préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire. (Benbott et
Bouali, 2018).

Les plantes supérieures ont la capacité de synthétiser par des voies métaboliques
complexe, de nombreux composés qui sont utilisés pour diverses fonctions adaptatives
Surtout lorsqu'ils sont confrontés a des stress biotiques et abiotiques gu'ils peuvent subir. Les
plantes renferment donc une large variété de molécules chimiques (, terpenes, polyphénols,
alcaloides...) de propriétés physico-chimiques trés différentes et qui présentent une large
variété d‘activités biologiques (antitumorale, antivirale, antimicrobienne, antioxydante
cicatrisante...). Aujourd'hui, les gens reconnaissent aussi que les plantes sont Un grand

nombre de molécules biologiquement actives. (Thomas, 2011).

Et devant cette grande diversité de plantes médicinales, nous avons notre étude sur
Rosmarinus officinalis, de régions Miliana. Ce choix est venu du fait de sa large diffusion et
de sa grande utilisation par la population en médecine traditionnelle en raison de ses diverses

propriétés thérapeutiques et efficaces.

Donc notre travail consiste a réepondre a la question suivante : est ce que les extraits
Hydro-éthanolique des feuillets du Rosmarinus officinalis peut provoquer d’activité

antioxydante et I’effet antifongique et antimicrobienne ?

Notre étude comporte deux grandes parties, dont la premiere est consacrée a la synthéese

Bibliographique, elle est divisée en deux chapitres :



» Nous aborderons les différentes connaissances bibliographiques sur Rosmarinus
officinalis.

» Le deuxiéme chapitre sera consacré sue les Composés Phénoliques de Rosmarinus
officinalis.

La partie pratique est subdivisée en deux chapitres :

> Le chapitre troisiéme a été consacré aux matériels et les méthodes utilisées pour

L’extraction, taux d’humidité, le rendement, les tests phytochimique, déterminer la teneur en
polyphénols totaux, suivis [I’évaluation d’activités anti-oxydants, antifongique et

antimicrobienne.

» Le chapitre quatrieme sera consacré aux résultats obtenus dans notre étude.
A la lumiére des résultats obtenus, différentes perspectives de recherche seront Evoquées.

Enfin, une conclusion générale, résume 1’ensemble des résultats obtenus.
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Chapitre | La plante médicinale Rosmarinus officinalis-L

I.1.Les plante médicinale

I.1.1. Introduction

Les plantes médicinales sont importantes ils utilisées pour leurs propriétés particulieres
bénéfiques pour la sant2 humaine, En effet, elles sont utilisees de différentes manieres,
décoction, macération et infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées,

racine ; feuille, fleur (Dutertre, 2011).

Depuis des milliers d'années, I'homme a utilisé les plantes trouvées dans la nature en
médecine traditionnelle (MTR), pour traiter et soigner des maladies. Leur action provient de
leurs composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les
différents composés présents (Sanago, 2006).

Ces plantes médicinales contiennent de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire. Elles produisent déja 70% de nos médicaments, déja environ 170

000 molécules bioactives ont été identifiées a partir de plantes (Chabbi, 2008).

1.1.2. Les avantages des plantes médicinales

Depuis quelques temps, nous observons un réel engouement des francais pour le retour
aux medecines douces, naturelles. En effet, de plus en plus de personnes se tournent vers les
plantes pour soulager leurs maux du quotidien. Pourtant ces plantes sont utilisées depuis des
siécles par nos ancétres, et elles sont méme a I’origine des débuts de la médecine en Europe.

Le ler recueil de plantes médicinales datant de 1 500 avant J-C.

Pour se la on peut dire que les plantes médicinales elle a des avantages tel que
Traitement d’infections chroniques ou récurrentes (bronchites, cystites), d'allergies,
d'affections liées a une mauvaise circulation, d'affections gastro-intestinales, de problémes
dermatologiques ou d'affections légeres du systéme nerveux (stress, insomnie et
spasmophilie) et aussi leur pouvoir de I’activité antibactérienne, antifongique et antivirale. La

phytothérapie soigne aussi les maladies articulaires comme I'arthrose (Iserin et al., 2001).
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|.2. La plante de Rosmarinus officinalis-L :

1.2.1. Historique

Tout au long de I'histoire, la santé humaine a dépendu des plantes. Aujourd'hui, il est trés
difficile de trouver des preuves de la premiére utilisation de plantes médicinales a I'époque
préhistorique. Par conséquent, la recherche devrait étre basée sur la découverte de fossiles

végetaux dans les sédiments (De Rivera et Oboén, 1991).

La plante de romarin a également été importante tout au long de I'histoire humaine en
raison des propriétés magiques ou miraculeuses qui lui sont attribuées dans diverses cultures
(Villiera, 2002). Un exemple est les restes trouvés au cours de la premiére dynastie des
pharaons, lorsque des brins de romarin ont été placés sur les tombes pour rafraichir le voyage

vers la terre des morts (De Rivera et Obon, 1991).

D'autre part, les Grecs et les Romains considéraient le romarin comme une plante sacrée.
Les peuples de Gréce et de Rome croyaient que le romarin symbolisait I'amour et la mort, et
depuis lors, cette plante est apparue lors des mariages et des funérailles, comme un symbole
clair d'amour durable et que ce lien ne sera jamais rompu ; De méme, les Grecs brdlaient des

branches de romarin dans leurs temples (Lopez et Costa, 1996 ; Prinz et al., 2007).

Au Moyen Age, cette plante n'était pas seulement utilisée & des fins alimentaires ou
médicinales, elle avait également des utilisations telles que la fumigation des mauvais esprits
et la protection contre les ravageurs (Lawless, 1998 ; Pamplona-Roger, 1999 ; Villiera,
2002 ; Carvalho, 2010).

-Usage traditionnelles

Rosmarinus officinalis est I'une des plantes médicinales les plus utilisées au monde. Les
extraits d'huile essentielle de cette plante sont utilisés depuis des siécles dans la médecine
traditionnelle pour traiter une variété de maux. Aujourd'hui, le romarin a trouvé une utilisation
dans la médecine moderne (Hostettmann, 1997). Le romarin accélere la récupération, stimule
les glandes surrénales et traite efficacement la fatigue. Depuis, il a des propriétés stimulantes

et Iégérement antidépressives. Il se prend en infusion de fleurs ou de feuilles. (Auadi, 2010).
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-Usage moderne

Cette plante est utilisée en médecine pour ses diverses propriétés : antispasmodique,
diurétique, hépato-protectrice, apaisante dans les maladies respiratoires (Lemonica et al.,
1996 ; Souza et al., 2008), antibactérienne, antimutagéne, antioxydante, chimio-
prophylactique (Ibanez et al., 2000 ; Perez et al.,, 2007 ; Wang et al., 2008). anti-
inflammatoires, anti métastatiques (Cheung et Tai, 2007), inhibiteurs de la tumorigenes
mammaire et de la prolifération des tumeurs cutanées (Singletary et Nelshoppen, 1991;
Huang et al., 1994). D'autres études montrent que les composants du romarin inhibent la
phase d'initiation et de stimulation de la carcinogenése (Oford et al., 1995). Le carnosol du
romarin a une invité anti-virale contre le virus du SIDA (VIH), tandis que l'acide carbonique a
un fort effet inhibiteur sur la protéase du VIH-1 (Paris et al., 1993 ; Aruoma et al., 1996).

1.2.2. Définition

Le romarin Rosmarinus officinalis L. est une plante médicinale originaire du bassin
méditerranéen qui pousse a 1’état sauvage. Le romarin aime les terrains calcaires et
s’accommode tres bien des contrées arides et rocailleuses. On le reconnait aisément, toute
I’année. Ce sont les feuilles, les sommités fleuries, qu’on aura pris le soin de sécher, ou I’huile
essentielle qui sont utilisées en phytothérapie (Gianmario et al., 2007). Le romarin comme
toutes les plantes aromatiques et médicinales contient des composés chimiques ayant des
propriétés anti-inflammatoires et antispasmodiques et une action sur le systéme nerveux.

(Gonzalez et al., 2007) (Suzana. R et al., 2007), antioxydante et antimicrobienne.

Figure 01 : Photo de Rosmarinus officinalis
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1.2.3 Etymologie

Le nom latin Romarins est généralement interprété comme "ros" pour la rosée et
"marinus™ pour appartenir a la mer, bien qu'il pousse généralement loin de la mer. Cette
interprétation serait un produit de I'étymologie traditionnelle, mais il est probable que le leom

original dérive des mots grecs "rops" buisson et "myron” baume (Heinrich et al., 2006).

Appellations régionales :
En Algérie : Région de I'Est : Eklil, Région de I'Ouest : Helhal

En, Maroc et Tunisie : azir, barkella, haselban, AKlil, iklil ljabal, klile (Bellakhdar, 2006).

En France : Herbe-aux-couronnes, rosée de mer, rose marine, romarin des troubadours,
bouquet de la vierge (Botanica, 2011 ; Monod, 1978).

En Allemand : Folia Anthos, Folia Rorismarini, Encensier, rosemary (Angl),
Rosmarinblatter, Krankrautblatter, Kranzenkrautblatter, Rosmarein (Pharmacopée-francaise,
1998).

a) Place dans la systématique

Selon l'ancienne classification (Cronquist, 1981), basée sur les -caractéristiques
chimiques, morphologiques et anatomiques de la plante, Rosmarinus officinalis appartient a la

famille de la menthe.

Tableaux 01 : Classification botanique Rosmarinus officinalis-L (Quézel & Santa, 1963).

Reégne Plante
Embranchement Spermaphyte

Classe Dicotylédone

Ordre Lamiale

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espece Rosmarinus officinalis
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Tableaux 02 : les trois genre de La plante médicinale Rosmarinus officinalis-L (Bartels,
1997).

Le genre Rosmarinus ne regroupe que trois especes

v/ Rosmarinus Officinalis I’espéce la plus aromatique
et importante,

v Rosmarinus eriocalix Jord. & Fourr,

v/ Rosmarinus tomentosus Huber-Morath et Maire,

morphologiquement tres proche de R.eriocalyx .

b) Description botanique :

Le romarin est une plante herbacée vivace semi-arbustive a feuillage persistant avec un
petit arbuste sauvage horticole et trés ramifié (Nurdan Sarac et al., 2000). IL a une forte
odeur aromatique et un goQt camphré légérement amer, pousse dans tous les sols, notamment
calcaires. On le trouve dans les collines rocheuses séches des pays méditerranéens (Halim,
1997). 1l tolére également des températures élevées et pousse dans les zones basses et les
zones chaudes (0-20°) m (Rafik, 1998). Atteignant une hauteur de 90 cm et pouvant atteindre
2 métres.

c) Appareil végétatif
e Feuille:

Les feuilles sont aromatiques, simples et ont une nervure médiane proéminente, la
couleur de la surface supérieure des feuilles a tendance a étre vert claie. Les feuilles
inférieures sont roses ou argentées. Les feuilles émergent de la tige en groupes de trois
feuilles de longueur de 2 cm (Rafik, 1998).

e Tige:

La tige est lignifiée intensément ramifiée et porte de petites feuilles persistantes

lancéolées et rigides qui se ressemblent a des aiguilles
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e Racine:
La racine du Romarins officinalis-L. Est profonde et ramifiée.
d) Appareil reproducteur :

e Fleur:

Sa floraison débute au mois d’avril jusqu'a fin octobre et ses belles fleurs sont bleues a
violettes ou inclinées vers le blanc. Elles se rassemblent en inflorescences terminales en
grappes qui ont deux lévres, complétes supérieure et inférieure, lobées en trois lobes. Il est
abondant en nectar, attire les abeilles, ses fleurs sont succulentes, et elles ne durent qu’un peu
de temps (Rafik, 1998).

e Fruit

Est tétrakene de forme ovale située au fond du calice. Peut étre sous forme de baie, séche
et lisse.

Figure 02 : photo représente les parties de la plante du Rosmarinus officinalis

1.2.4. Répartition géographique de la plante

Originaire de la région méditerranéenne, le romarin pousse spontanément dans le Sud

d'Europe et d'Asie, en particulier en Espagne, il existe aussi en Italie, en Gréec, dans le sud de
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la France ; dans le nord de I'Afrique, les Philippines, Antilles et 1’australie (Benikhlef, 2014).
(Al Namer-Rachad, 2014). Il préfere les climats chauds, est sub-spontané en plusieurs
endroits privilégiant un sol calcaire, de faible altitude, ensoleillé et modérément sec (Al
namer-Rachad, 2014).

1.2.5. Récolte du Romarin

De maniére générale, la récolte d'une plante est réalisée quand les principes actifs sont a
leur maximum, afin de pouvoir compter sur des effets utiles et constants. Les feuilles et les
tiges herbacées sont récoltées lorsque la fleur commence a se développer, 12 a 18 mois apres
plantation (Reclu, 2004). Les feuilles se récoltent durant toute l'année mais sont plus
parfumées au printemps. 1l faut donc les cueillir a cette période. La récolte se fait par temps
chaud et sec soit deux ou trois heures apres le lever du soleil quand la rosée s'est dissipée
(Reclu, 2004 ; Gilly, 2005 ; Harding, 2011).

1.2.6. Parties utilisées
Ce sont les feuilles on Couper seulement la partie aérienne et ne jamais arracher la plante
entiére de romarin (Chafai Elalaoui et al., 2014). Les sommités fleuries, séchées, ou I'huile

essentielle et les extraites qui sont utilisées en phytothérapie.

1.2.7. Utilisations du romarin « Rosmarinus officinalis »

Le romarin est a la fois une plante ornementale, une plante aromatique et une plante
médicinale. Les feuilles séchées de Rosmarinus officinalis sont utilisées comme condiment et
entrent Dans la composition de thés et infusions. Romarin sous forme de feuille Huiles séches
ou huiles essentielles, principalement utilisées dans la fabrication de produits Cosmétiques
(parfums, savons, cremes, revitalisants, shampoings et autres Préparer). Rosmarinus
officinalis est également utilisé dans la production d'antioxydants naturels, avec Il existe
diverses utilisations dans les industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques (Chafai
Elalaoui et al., 2014).
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1.2.8. Autres utilisations avec d'autres herbes :

Un mélange de ses feuilles et de baies de genievre a été brilé dans les hopitaux de toute la

France pour tuer les germes pendant la Seconde Guerre mondiale (Benbott et Bouali, 2018).
I1. Propriétés du Romarin.

I1.1. Activité antibactérienne

Les plantes riches en métabolites auraient des activités antibactériennes et antifongiques.
La recherche se concentre actuellement sur la recherche de nouveaux agents antimicrobiens
plus efficaces que les médicaments de synthése, d'une part, et devraient étre bien accueillis
par l'organisation, d'autre part. De nombreux groupes de recherche ont étudié l'activité
antimicrobienne des plantes médicinales et ont découvert que ces plantes sont des agents
nutritifs actifs a la fois contre les bactéries et contre les champignons, les levures et les virus
(Pebret, 2003).

Les antibiotiques se sont avérés tres efficaces dans le traitement de nombreuses maladies
qui ont tourmenté I'hnumanité, fournissant un remede efficace contre des maladies autre fois
considérées comme incurables. Aprés une longue période d'utilisation intensive
d'antibiotiques, nous entrons dans des temps plus difficiles. Le monde bactérien est capable de
s'adapter a la nouvelle donne écologique, notamment a la présence d'antibiotiques. En
développant des stratégies de résistance aux molécules antibiotiques (Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline), les bactéries reprennent leur avantage (Gaudy et Bugeaud, 2005).
Pour rechercher de nouveaux antibiotiques et antimicrobiens, une autre étude a été congue
pour étudier I'activité antimicrobienne Extraits de composés isolés de certaines plantes des 29

bactéries et levures d'importance dermatologique.

I1.1. Activité antifongique

Le romarin (Rosmarinus officinalis-L) montre un effet inhibiteur sur la germination des
spores ou des arthrospores de tous les dermatophytes testés a des concentrations comprises
entre 0,001 et 4 %. Cet effet était plus fort avec les souches fongiques anthropophiles et a des

concentrations plus faibles (Ouraini et al., 2005).
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L'activité antifongique de différents extraits vegétaux a été évaluée sur quatre especes de
champignons du genre Candida.sp : Candida albicans (3 souches), Candida glabrata (une
souche), Candida krusei (une souche) et Candida Dublini (une souche). Notre sélection s'est
principalement concentrée sur ces especes, souvent impliquées dans de multiples candidats et
présentant des problémes de résistance aux antifongiques conventionnels (Develoux et
Bretagne, 2005).

Les infections causées par les souches de Candida sont la principale cause de mycoses
nosocomiales (80 %). Les souches de Candida peuvent provoquer une variété d'infections
allant d'infections bénignes des muqueuses a des infections invasives (septicémie) (Ryan,
2004)
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I1. Composés Phénoliques

L'une des principales origines des plantes réside dans leur capacité a produire Substances
naturelles trés diverses. En effet, a coté des métabolites primaires classiques (glucides, protides,
lipides) ils accumulent fréquemment des métabolites dits « secondaires » Ils possedent des
métabolites dits "secondaires”. Cette production de métabolites secondaires est trés faible,
comprenant plus de 200 000 molécules ont été identifies et classes selon leur composition
chimique. Parmi ces composés secondaires, on peut citer ; les alcaloides, les terpénoides, les

composés phénoliques. . .etc (Side, 2019)

11.1. Les polyphénols

Les composeés phénoliques sont un groupe trés large de molécules dans le régne végétal. Ce
sont des métabolites secondaires des plantes. Ils sont dans leur Squelette., un ou plusieurs cycles
aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyle ainsi que des groupements fonctionnels
(esters, esters méthyliques...). Ces derniéres années, la recherche sur les composés phénoliques a
été En raison de leurs activités anti-inflammatoires, antibactériennes, antifongiques et oxydantes

méme lutter contre le cancer. (Belgaid et Chikhoun, 2009)

11.2. Classification des polyphénols.
Les composés phénoliques représentent une grande famille dont la structure de base est le
phénol, un cycle carbonique hydroxylé. (Richard, 2012) ; se trouvent de nombreuses substances,

qui peuvent se classer selon leur structure.

11.2.1. Les acides phénols.

11.2.1.1. Définition.
Le terme d’acide-phénol (ou acide phénolique), en général, décrit les phénols possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Hassaine, 2020). Et sont des

petites molécules constituées d'un Noyau benzénique, lls sont solubles en majorité dans les
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solvants polaires pour les phénols, Leur biosynthése est dérivée de I'acide benzoique (Cs-C1) | et

acide cinnamiques (Cs-Cg) et sont incolores et plutot rares dans la nature (Richard, 2012).

11.2.1.2. Propriétés biologiques.

Les phénols sont surtout des antiseptiques (arbutoside de la busserole), des antalgiques
(derivés salicylés de la reine des prés et du saule) et des anti-inflammatoires. Les acides
phénoliques (comme 1’acide rosmarinique), sont fortement antioxydants et anti-inflammatoires et
peuvent avoir des propriétés antivirales (Deschepper, 2017) ; Par ailleurs, plusieurs composés

acides phénoliques sont antibactériens et antifongiques.

11.2.2. Flavonoides.

11.2.2.1. Définition.

Les flavonoides découverts en 1936 par le Hongrois Szent-Gyorgyi dans le zeste de citron,
Les flavonoides dérivé du terme en latin ; fla vus= jaune. Ont une structure de C¢-C3-Ce a poids
moléculaire faible (Hassaine, 2020). Ce sont principalement des glycosides Soluble dans I'eau,
soluble dans I'alcool, bien que quelques-uns soient solubles dans I'eau faible. Les génines sont
solubles dans les solvants organiques non polaires, tandis que Les flavonoides tissulaires
superficiels sont lipophiles et nécessitent des solvants modérés polarité (Richard, 2012). Les
Flavonoides Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. (Touafek, 2010), et Ils
sont retrouvés également dans les plantes médicinales. Les composés peuvent étre répartis en
différentes classes de flavonoids Parmi les nombreuses classes de flavonoides identifiées, les
principales sont : les flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavanones, les flavanes et les

anthocyanines (Hassaine, 2020).

11.2.2.2. Propriétés biologiques

La propriété biologique reconnue des flavonoids est telles qu’anti-inflammatoires, anti-
allergiques, hépato protectrices, antimicrobiennes, antioxydantes et anticancérigénes (Abedini,
2013).

10
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11.2.3. Les coumarines.

11.2.3.1. Définition.

Les coumarines constituent une classe importante des métabolites secondaires, produits
naturels et donnent une odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché
(Kholkhal, 2014). La structure de la coumarine se trouve dans environ 150 especes, appartenant
a 30 familles de plants différent, ils sont des composes aromatiques naturels, de formule brute

(CoHe0>) et divise en deux : Coumarines simples, Coumarines complexes (Hassaine, 2020).

11.2.3.2. Propriétés biologiques.
Se trouvent dans de nombreuses especes végétales et possédent des propriétés s
physiologiques et antimicrobiennes. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides

hydroxyles, superoxydes et pyroxyle (Aidoud et Sammoudi, 2016).

11.2.4. Les quinones.

11.2.4.1. Définition.

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou orange,
responsables de la réaction de brunissement dans les fruits et végétaux. Quinones possedent deux
fonctions cétones. Elles sont caractérisées par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-diénique (para-
quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique (orthoquinones)
(Chenni, 2010 ; Kholkhal, 2014)

11.2.4.2. Propriétés biologiques.

Les quinones utilisées dans les colorants, dans les médicaments et dans les fongicides,
possedent généralement des propriétés antimicrobiennes (antifongiques) et anti-
dermatophytiques. Leurs principales cibles dans la cellule microbienne sont les adhésines, les

polypeptides et les enzymes membranaires (Saidi, 2019).

11
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11.2.5. Les tanins.

11.2.5.1. Définition.

Les tanins Ils sont d’origine végétale et non azotée qu’on trouve dans de nombreux végétaux
tels que les écorces d’arbres, les fruits (raisin, datte, café, cacao...) et les feuilles de thé, Ils sont
solubles dans I’eau (en solution instable), dans ’alcool et ’acétone. (Kholkhal, 2014), Ceux-ci
donnent un gott amer a 1’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour

les insectes ou le bétail, ils sont caractérisés par une saveur astringente (Laouini, 2014).

11.2.5.2. Propriétés biologiques.
Les tanins permettent d’imperméabiliser la peau, Elle posséde en outre des propriétés anti-
diarrhéique, antibactérienne et antifongique, De méme, ils ont un potentiel antioxydant, inhibiteur

enzymatique, anti tumoral et antiviral (Richard, 2012).

11.2.6. Les saponines.

11.2.6.1. Définition.

Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, parce que ces cComposés
moussent lorsqu’on les mélange avec 1’eau Elles sont des constituants de nombreuses plantes
médicinales (Vincken et al., 2007). lls se composent d'aglycones non polaires liés a un ou
plusieurs sucres elles. lls existent sous deux formes : les stéroides et les triterpénoides (Laouini,
2014).

11.2.6.2. Propriété biologique.

Les saponosides isolés a partir des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle (Sparg et
al., 2004). lls possedent une grande variété d’activité biologiques telles que : antipyrétique,
antimicrobiennes, antifongiques, anti-inflammatoires, antalgiques et anti- cedémateuses, sont

particulierement toxiques pour les animaux (Laouini, 2014).

12
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1.Matériels et Méthodes
Dans Notre études nous avons obtenu des extraits a partir des feuilles du Rosmarinus
officinalis ; le but de notre travail expérimental était :
» L’étude qualitative et quantitatives des extraits.
» L’étude de I’activité antioxydant
» L’étude de I’activité antibactérienne
» L’étude de I’activité antifongique
Cette ¢étude a été réalisé au niveau de Laboratoire de biochimie de 1’université de
Djilali Bounadma de khemis-Miliana et dans laboratoire privé ABADDENI, cité ferhat
ain defla.
1.1. Echantillonnage
Afin d'étudier l'effet antibactérienne et antifongique des l'extrait de romarin, nous
avons apporté une quantité de romarin, de la région de Miliana de la forét de "SIDI-
SBAA" le 23 mars 2022.Avec le choix de deux emplacements pour extraire une quantité
de romarin indiqué (Tableau n° : 02)
Tableau 03 : Coordonnés géographiques de la forét "SIDI- SBAA"

Latitude 36.284756 36.285409
Longitude 2.261668 2.262162
Altitude 402m 402m

1.2.Présentation de la forét "SIDI- SBAA"

La forét "SIDI-SBAA” est localisée au niveau de la zone de "SIDI- SBAA”, au Sud de
la commune de Miliana, et a 1’Ouest de la commune de Khemis Miliana. La forét "SIDI-
SBAA" s’étend sur une superficie totale de 741 ha. Elle est limitée au Nord par la
montagne de Zakkar, a I’Est par la commune d’Ain Torki, & I’Ouest par la commune de

Ben Allal et au Sud par la commune de Khemis-Milina.

13



Matériels et Méthodes

Chapitre 111

-
ot TR
ATHTA ZEGA

Répartition Spatial de

Coordinate System: Nord Sahara Zone 31

e e =,
la Foret Sidi Sbaa
2.181 2.203832 2.226480 2.249128 2.271776 \
I o~ — — =
g -+ I —_— + 5+ + —3
8 B Y =
Legend lﬁf‘fo 4

. Miliana = 1.\‘7 —— =
=+ ,f =+ + E N\ Fe

1 8 'Y Miliana { 8

| | o \ {

‘ B "A_, \

Limite de commune \i" / =
— t’““

2 N foret sidi-sbaa g

. foret sidi sbaa é— t | ) e g -8
s o —t wa= P

o V4 b'r’ ~ pusiEE d
Limite de foret = 1

2.18'1184 2.20'3832 2.22'5480 2.24'9128 2.27!I776

Auteur: ATTOU.A

Figure 03 : Localisation du site d’étude " forét : SIDI- SBAA" (ATTOU, 2022).

1.3.Caractéristiques géographiques du site " forét : SIDI- SBAA" Les

coordonnés géographiques de la forét "SIDI- SBAA” sont résumés dans le tableau suivan

Tableaux 04 : les donne climatique P (mm) et T moy (°C) de la forét "SIDI- SBAA".

Mois P (mm) T moy (°C)
janvier 67,1815789 8,55684211
Février 62,9771053 9,23815789
Mars 58,6247368 11,7044737
Avril 51,5665789 14,2855263
Mai 41,8507895 18,18

Juin 14,3192105 22,9173684
Juillet 4,475 26,6194737
Aout 12,4121053 26,8218421
septembre 29,4381579 22,9226316
octobre 44,6042105 18,4618421
novembre 67,0513158 13,1236842
Décembre 64,0589474 9,79184211
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1.4.Caractéristiques climatiques du site ” forét : SIDI- SBAA” La figure

suivante représente le Diagramme ombrothermique de Gaussen tracé pour le site ("forét :

SIDI- SBAA") sur une période de 38 ans.
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- 10
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Figure 04 : Diagramme ombrothermique de Gaussen du site "forét : SIDI-SBAA"
(1981-2018).

D’apres les valeurs des précipitations et de la température pour la période (1981,
2018), le site "forét : SIDI-SBAA" est caractérisé par une période humide allant janvier a
Mai. Sachant que le période le plus pluvieux de 1* zone (janvier jusqu’a novembre) est le
mois avec une moyenne de précipitation 67.18 et 67.05 mm et une température moyenne
de 8.55 et 13.12°C, avec 2°™ zone de mois (octobre jusqu’a décembre). Alors que la

période séche, allant de Mai a 15 septembre (Tableaux 04).

2. Méthodes d’étude :

2.1. Récolte et séchage

Pour préparer I'extrait de romarin, nous avons déposé notre échantillon, a l'abri du
soleil, pendant une période de 15 jours, afin de sécher la plante de romarin de fagon
naturelle. Puis stocké a 1’abri de la lumiére jusqu'a leur utilisation.

Le séchage a pour but d’abaisser la teneur en eau des feuilles récoltées afin d’éviter

toute réaction d’altération et de prolifération des microorganismes.
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2.2. Détermination de taux d"humidité

Peser 5 g de feuilles fraiches dans des capsules propres. Mettre ces capsules dans
I’étuve a 103 °C £ 2 pendant 1 heure.

Laisser refroidir les capsules avant la pesee dans un dessiccateur. Répéter
I’opération Plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’un poids constante (Makhloufi, 2013).

Le taux d’humidité (H %) est calculé par la formule suivante :

H % = (M1 — M2/ M1) X 100

Ou H% : Taux d’humidité en %

M1 : Masse de I’échantillon avant séchage en g.
M2 : Masse de I’échantil I’on aprés séchage en g.
Matiere seche MS% = 100 - H%

2.3. Préparez la solution (extraits)

Toutes les étapes et la méthode de préparation de I'extrait de romarin sont présentées

Matiere seche
20g
i: Broyage>

Produit

dans la figure n°05

der solution (70 éthanol/30 (ﬁ %emm solution (50 éthanol / 50
distillee eau distillee
h 4 <
10 g 10 g
> e R )
I - 3 I
- -

Filtration aprées 24 h

Solution de
IY'extrais -

Sécheée en 37 (°C) a 48 h de l1ler . o Sécheé en 37 (°C) a 48 h de 2em
solution o o solution

h 4 h 4

Poudre Extrais eéthanolique de ler Poudre Extrais eéthanolique de 2em
Solution Solution

Figure 05 : Schéma préparation de I'extrait de romarin
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2.4. Concassage et broyage

Les feuilles seéches ont été ensuite broyées a 1’aide d’un broyeur électrique a hélice
Jusqu’a leur réduction en poudre a pour diminuer la taille de la mati¢re végétale a pour
objectif d’élever la surface du contact avec le solvant Utilisé.

L’extrait a été obtenu a partir des feuilles du Rosmarinus officinalis en utilisant une
technique d’extraction solide-liquide par 1’éthanol-eau distillée de différent pourcentage.
(70 /30), (50/50).

La macération consiste a laisser tremper une plante seche dans un solvant approprié
pendant plusieurs heures (Lee et Lee, 2003), Cette méthode d’extraction a été effectuée
selon le protocole décrit par (Hamia et al., 2014 ; Mouas et al., 2017).

2.5. Maceration a I’éthanol-eau distillée :

10 g du matériel végétal en poudre ont été macérées dans 100 ml 1’éthanol-eau
distillée de deux solutions avec différent volume (70 E/30 E.D) ; (V/V) ET (50 E/50
E.D); (V/V) puis ajoutées dans un agitateur pendant 24 h température ambiant. Les
extraits ont été filtrés et évaporés sous pression réduite a 40°a 48°c dans une étuve
pendant 24h.

2.6. Conservation de I’extrait

Nous avons obtenu des extraits purs qui ont été conservés dans un réfrigérant a une
température de 4°C et a 1’abri de la lumiére en utilisant un papier d’Aluminium pour
empécher le contact de 1’extrait avec la lumicre.

2.7. Détermination du rendement :

Le rendement est le rapport entre la masse de matiere végétale seche extraite obtenue
sur la masse de la matiere végétale séche utilisée. Il est calculé selon la relation suivante
(Mohammedi, 2006) :

R% = (m ex/ m) *100

Ou:
R : le rendement en (%).
Mext : la masse de 1’extrait apres évaporation du solvant en (g).

Meéch : la masse seche de I’échantillon végétal en (g)
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3.Les tests phytochimique :

Ce sont des techniques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal et des réactions physicochimiques qui permettent
d'identifier la présence des substances chimiques.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les

stéroides, les coumarines, les stérols, les terpenes...etc.

3.1. Test des saponosides
0.5 g de poudre de la plante a été mélangé a 10 ml d'eau distillée puis porter a
I’ébullition pendant 5 minutes. Apres filtration, I'extrait a été refroidi et agité
vigoureusement pendant 2 minutes. La formation d'une mousse plus ou moins importante

indique la présence de saponosides (Francois, 2010).

3.2. Test des flavonoides

10g de plante, mise en poudre, a été pesé puis mélangé a 150 ml d'une solution HCI
(1%). Ce mélange a été macéré durant 24 h, apres filtration, nous avons ajouté NH4OH au
10 ml du filtrat jusqu'a la basicité. L'apparition d'une couleur jaune clair implique la

présence des flavonoides (Harborne, 1998).

3.4. Test des Tanins

Nous avons déposé 10g de plante, mise en poudre, dans 1'alcool éthylique 50%, aprés
filtration, nous avons ajouté au filtrat quelques gouttes FeCls (1%).
La présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu-noir (Harborne,
1998).

3.5. Test des Quinones

1 ml de chaque extrait, a été traité¢ par quelques gouttes d’une solution de soude a 1%,
L’apparition d’une coloration jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones

(Oloyede, 2005)
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3.6. Sucres réducteurs :
1 ml de chaque extrait a été traité par 1mL de réactif de Fehling (0,5 ml de réactif
A et 0,5 ml de réactif B), apres chauffage, la formation d'un précipité rouge brique

indigue la présence des sucres réducteurs (Trease et Evans, 1987)

4.Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des différents extraits de la plante a été estimée par la

méthode de (K&hkonen et al., 1999) en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.

> Principe

Cette méthode est basée sur I’interaction des composées phénoliques avec le réactif de
folin-ciocalteu qui est un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMo012040), en oxydant les composes phénoliques, ce réactif est
réduit en un mélange d’oxyde de tungstene (W2PW23) et d’oxyde de molybdéne
(MQOg0O23).

Ces produits ont une couleur bleue, dont 1’absorbance est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans 1’échantillon (Ribéreau-Gayon et al., 1982).

» Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques a été estimée selon la méthode de la bouratoire
ST Dans une fiole jaugée, une quantité de 20ul de chaque extrait a mélangée avec 100 ml
de réactif de Folin— Ciocalteu a 10% est bien agitée.

Apres incubation 3 min nous avons ajouté 300 pul d’une solution de carbonate de
sodium a 7,5% (m/v). Ensuite, la fiole est complétée avec 2 ml de 1’eau distillée puis
laissé pendant 30 minutes & température ambiante, et la lecture est effectuée contre un
blanc a I’aide d’un spectrophotometre (UV) a 765 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I’acide gallique comme controle positif.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/Q).
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5.Etude de P’activité biologique des extraits
Evaluation de ’activité antioxydant a été évalué par la méthode de DPPH.

> Principe:

Le DPPH est se caractérise par sa capacité a produire un radical libre stable utilisé
pour remplacer les radicaux libres produits en réponses a des stress internes ou d’un
antioxydant, la couleur violette caractéristique du DPPH est transformée en une couleur

jaune (Brand et al., 1995). Il présente une absorbance caractéristique dans un intervalle
compris entre 515 et 517 nm,

On peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation :
DPPHe + (RH) n DPPH-H+ (R*) n
Ou : (RH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH

(violet) pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) (Yang et al., 2010).

.i:.'. e
4 P no, }
MO ! .
.- ; r] W . "-_ .ll:
i @ f % '-.i- H /
Oy W] —Ben + AcH O N— Ye—p—MN P
LY % ! Iy %
Yy h —_—
ND;  / Y ND, Y
VR ) /
R U

Forme libre Forme réduite

Figure 06 : réaction du DPPH avec un antioxydant (Brand-Williams et al., 1995)

> Mode opératoire :

Le protocole expérimental utilisé est : préparé d’une solution meére d’un 100ul d’Ext et
Iml d’éthanol ; a partir de la solution mére ont préparé des concentrations. 1 ml de DPPH
a ensuite été ajoute a chaque C.

Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au
contréle négatif qui contient uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm.
Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (P1%) :

Inhibition (%) = (AbsTémoin — Abséchantillon) (AbsTémoin) * 100
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- Inhibition% : pourcentage d’inhibition des radicaux libres.

- Abs Témoin : absorbance du temoin.

- Abs échantillon : Absorbance de la solution contenant 1’échantillon ternes en présence.
> Calcul des IC50 :

La concentration inhibitrice & 50 % (aussi appelée EC50 pour Efficient Concentration
50%), est la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical
DPPH.

Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires ou logarithmiques
des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations de chacun des
extraits testés (Scherer et Godoy, 2009).

6. Mise en evidence de I'activité antibactérienne et antifongique :

L’évaluation des activités antibactérienne et antifongique a été réalisée par la méthode
de diffusion en gélose dite méthode de diffusion sur disques. Dans Cette étude a utilisé 4
souches de référence de type « ATCC : American Type Culture Collection », notamment :

e Pseudomonas ATCC 27853 Gram (-).

e Escherichia coli ATCC 25922 Gram (-)

e Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram (+)

e Candida albicans ATCC 10231

L’activité est évaluée par la méthode d'aromatogramme qui permet de déterminer la
sensibilité par la mesure du diamétre de la zone d’inibition ( Tableaux 05 ) des
différentes especes vis a vis de I’extrait donnée .

Tableaux 05 : La Sensibilité par chéque Zone d’inhibition

Sensibilité Zone d’inhibition

Non sensible ou résistante (-) diamétre < 8mm

Sensible (+) diametre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) diametre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) diametre > 20 mm

Source :( Mouas., et al. 2017)
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6.1.1.Les milieux de cultures utilisés

Selon les méthodes utilisées et selon les souches, nous avons utilise les
Milieux suivants :
* La gélose nutritive pour 1’isolement et ’entretien des souches bactériennes ;
* La gélose Mueller Hinton pour 1’¢tude de la sensibilité des bactéries aux différents

Extraits de Rosmarinus officinalis.

6.1.2.Préparation de précultures
Les souches a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant de la gélose

nutritive et incubée pendant 24ha 37°C.

6.1.3.Conservation des souches
Les souches ont été conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de

milieu de culture incliné (gélose nutritive) (Rozman et Jersek, 2009).

6.1.4.Preparation des extraits

Un extrait a été testé dans cette partie (hydro-éthanolique). Les méthodes d’extraction
sont présentées précédemment et les solutions des extraits ont été préparées dans le
Diméthylsulfoxyde
L’activité antibactérienne a été effectuée avec les deux extraits a une concentration de
5mg/ml (solution meére) (Al Namer, 2014).
Les dilutions des deux extraits ont été préparées : (75 %, 50 %, 25 %) avec un solvant

Organique Diméthyle sulfoxyde.

6.1.5.Evaluation de activité antibactérienne :

Nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu solide (milieu Muller- Hinton)
pour P’activité antibactérienne.

Une suspension bactérienne de 18 a 24 h de chaque souche est préparée avec 1’eau
physiologique (Na Cl).

Des boites de Pétri contenant la gelose de Mueller Hinton est deja solidifie et inoculé

de la souche microbienne testée. A la surface de chaque boite on dépose des disques de
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papier filtre (Whatman n°® 5) stériles de 6 mm de diamétre imbibés par 10 ul de différents
volumes d’extrait supplémentée de DMSO (EXT, 75 %, 50 %, 25 % et DMSQO). Incubé
pendant 24 heure 18° & 37°C. La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone

d’inhibition autour de chaque disque en mm.

6.2.1.Les milieux de cultures utilisés :

Selon les méthodes utilisées et selon les souches, nous avons utilisé les milieux
suivants :

Gélose Sabouraud avec Chloramphénicol pour 1’isolement et 1’entretien des levures et
la Gélose Sabouraud pour I’étude de la sensibilité aux différents extraits de Rosmarinus

officinalis.

6.2.2.Préparation de précultures

Les souches a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant le milieu
Sabouraud et incubée pendant 48ha 37°C.

6.2.3.Préparation des dilutions de I’extrait
Les dilutions des deux extraits ont été préparées : (75 %, 50 % 25 %) avec le solvant

’éthanol.

6.2.4.Evaluation de I’activité antifongique :

Nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu solide. Apres la préparation de la
préculture, Une suspension de levures est préparée avec 1’eau physiologique (Na ClI).

Des boites de Pétri contenant le milieu est déja solidifié et inoculé de la souche testée.
A la surface de chaque boite on dépose des disques de papier filtre (Whatman n° 5)
stériles de 6 mm de diametre imbibés par 10 pl de différentes dilutions d’extrait
supplémentée (EXT, 75 %, 50 % 25 % et éthanol). Incubé pendant 48 heure a 37°C.
Généralement, les levures seront classés susceptibles, intermédiaires ou résistants, selon le

diameétre de la zone d’inhibition.
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Chapitre IV Résultats et Discussion

1. Taux d’humidité

Les résultats de séchage sont présentés dans le tableau et la figure :

Tableaux 06: Taux d’humidité des feuilles du Rosmarinus officinalis.

Mo (9) M1 (9) H (%)
5 43 14

M humidité i matiére sche

Figure 07 : Teneur en humidité et en matiére séche de I’échantillon étudié

Nos résultats qui sont représentés sur la figure montrent que les feuilles de la région de
Miliana (SIDI SEBAA) ont un taux d’humidité 14% qui correspond a 86% de matiére seche
(MS).

Selon, (Makhloufi, 2013 ; Accourent et al., 2001), La teneur en eau dans les feuilles du

romarin est, (28,17%), (30%), cette teneur différe de facon redmarquable avec nos résultats.
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La différence des teneurs de nos échantillons en eau comparées a celles de travaux
Antérieurs, peuvent étre dues a certains facteurs écologiques, 1’ge de la plante, la période du

Cycle végétatif, ou méme a des facteurs génétiques (Albu et al., 2004).

2.Détermination du rendement :

Les résultats de cette manipulation sont représentés dans la Figure 8 suivante :

10

N WA 1O N 0 L

[ERN

hydrohythanolique hydrohythanolique
70/30 50/50

Figure 08 : le rendement d’extraction des extraits bruts de romarin

D'apres les résultats, nous avons enregistré des rendements d’extraction de romarin important
: 7 % et 9.85 % dans le solvant (hydro-éthanolique, 70/30 ; 50/50) respectivement. Ces résultats
montrent que ’extrait hydro-éthanolique ( 50/50 ; E.D/E ) présente un rendement éleve par
rapport a celui de 1’extrait hydro-éthanolique ( 70/30 ; E.D/E ).en comparant avec d’autres
chercheurs, nos valeurs sont plus élevées par rapport a (Kasparaviciene et al., 2013) qui ont
enregistré un rendement de et 2.2pour I’extrait hydro-éthanolique et trés bas par rapport a
rendement obtenus par (Mata et al., 2007) qui ont trouvés un rendement de 51.1% avec 1’extrait

hydro-éthanolique.
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D'une maniére générale, le rendement d’extraction varie en fonction de 1’espéce végetale, le
choix de la période de récolte car elle est primordiale en termes de rendement, les conditions
environnementaux, Le climat, la zone géographique, 1’organe de la plante utilisé, la période de
séchage...etc. (Vekiari et al., 2002 ; Kelen et Tepe, 2008).

3. Etude phytochimique

Les test phytochimique sont des tests qualitatifs utilisées pour la révélation de la présence de
quelques metabolites secondaires, ces réaction basees sur des changement de couleur et de
précipitations spécifique ; Les résultats sont représentés dans le tableau qui montre la présence

des Flavonoides, les tanins, les Quinones et 1’absence de Sucres réducteurs.

Remarque : (+) présence ; (—) absence.

Tableau 07 : Les composés phytochimique détectés dans Rosmarinus officinalis
De la région de Miliana (Annexe I)

Metabolite  Réactifs Hydro-éthanolique  Hydro-éthanolique
Secondaries 70/30 50/50
Flavonoides Acétate de

plomb + +

Tannins FeCI3

+ +

Quinones Solution de
soude + +
Saponosides / + +

Sucres

réducteurs  Fehling - -

Des résultats similaires ont egalement été rapportés par (Gonzalez-Trujano et al., 2007 ;
Fadili et al., 2015 ; et Goyal kaur 2019, Emam, 2010) le criblage phytochimique de I’extrait

hydro-éthanolique des parties aériennes du romarin a indiqué la présence des flavonoides, des
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tannins, des saponosides et 1’absence des sucres réducteurs. Selon (Makhloufi, 2013), le test

photochimique indique la présence Quinones.

4.Dosage des polyphénols totaux
Les analyses quantitatives des phénols totaux, est déterminé a partir de I’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimé en mg équivalent d’acide gallique. La

courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R? = 1. (ANNEX I1).

Les résultats sont représentés sur le tableau exprimés en mg équivalent en acide gallique par

g d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

Tableau 08 : Résultats teneurs des polyphénols totaux de chaque extrait.

Extrait Hydro-éthanolique (70/30) Hydro-éthanolique (50/50)

Teneur (mg EAG/g d’extrait) 0.95 1.9

La teneur en polyphénols totaux le plus élevé a été enregistré par 1’extrait hydro-éthanolique
(50/50) avec une teneur de 1.9 mg EAG /g d’extrait par un pour a I’extrait hydro-éthanolique
(70/30) 0.9 mg EAG /g d’extrait.

Nos résultats est accordance avec ceux de (Aneta et al., 2007) avec une valeur de (1.71

mg/q) et est inférieur a celle obtenus par (Muchuweti et al., 2007) (10,83 mg EAG/g).

La variation en teneurs obtenues peut étre due a certain nombre de facteurs intrinseques
(génétique) et extrinséques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la maturité a la
récolte et les conditions de stockage) (Podsedek, 2007 ; Falleh et al., 2008).

5.Activité antioxydante :

5.1. Evaluation de I’activité anti-radicalaire par le test de DPPH :

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des composés bioactifs tels que

les antioxydants naturels. Le radical DPPH est généralement 1’'un des composés le plus utilisé
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pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydant en raison de sa stabilit¢ en forme

radicale et la simplicité de I’analyse (Enneb et al., 2015).

Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe de pourcentage d’inhibition en fonction

de concentrations de ’extrait N 1 et N 2 :

EXTRAITN® 1 v=03226x+26,743

R2 = 0,9958
70 -

60 -
50 +
40 -
30 -

Inibition %

— SEF R 1
20 A

10 +

0 20 40 60 80 100 120
Concetration (ug/ml)

Figure 09 : Pourcentage d‘inhibition du radical libre de DPPH en fonction
des concentrations de I’extrait hydro-éthanolique 1.

Selon les résultats, le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation

de la concentration des extraits.

A une concentration de 100 pg/ml, I’extrait 1 d’Rosmarinus Officinalis montre 1’activité la

plus élevée avec un pourcentage d’inhibition de 59,85 %

EXTRAIT N°2

y =0,4055x+ 40,316

R%=0,9671
70 S

60 -
50 -
40 -

Inibition %

30 -~ =—f=—Sériel
20 -
10 A

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

concetration (ug/ml)
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Figure 10 : Pourcentage d‘inhibition du radical libre de DPPH en fonction des

concentrations de I’extrait hydro-éthanolique 1.

Selon les résultats, le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec

I’augmentation de la concentration des extraits.

A une concentration de 80 pg/ml, 1’extrait 2 d’Rosmarinus Officinalis montre ’activité la

plus élevée avec un pourcentage d’inhibition de 74,87 %.

L’extrait hydro-éthanolique N 2 ont exercé le meilleur pouvoir anti-radicalaire avec
inhibition de 74.87 % par a pour L’extrait hydro-éthanolique N 1 a une inhibition de 59.85 %.

Une étude a montré que ’extrait aqueux a inhibé le radical DPPH avec un pourcentage de
85,5% (Makhloufi, 2011) ce dernier est plus élevé par rapport a celle que nous avons trouve.

Les résultats d’inibition de radicale DPPH obtenus sont supérieur aux ceux de ( bendif et
Hamdi, 2017 ) qui trouve 57.96% avec I’extrait éthanolique, et infériaur par a pour de

(kasparaviciene et al., 2013) avec I’extrait hydro-éthanolique de valeurs 80% .

divers modéles d‘essai expérimentaux ont été employés pour la caractérisation des propriétés
Anti-oxydantes des extraits de quatre herbes appartenant a la famille de lamiacée Les extraits ont

montré des degrés variables d'activité dans tous les essais utilisés (Dorman et al., 2003).
5.2. Calcul des 1C50 de deux EXT :

L’IC50, parametre qui définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50%
de Dlactivité du radical DPPH, Plus la valeur de I’IC50 est petiteplus 1’extrait est considéré

comme un antioxydant puissant.

Les IC50 calculées a partir des équations des régressions logarithmiques données
précédemment, ainsi que les valeurs de 1’activité antiradicalaire sont données dans le tableau N
09:
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Tableau 09 : Valeurs des 1C50

L’échantillon 1C50
Extrait N1 hydro- 0.072
éthanolique (70/30)

Extrait N2 hydro- 0.023
éthanolique (50/50)

Les résultats des IC50 présentés dans le tableau N 09 montrent que : ’extrait N1 de la plante
est doté¢ d’un pouvoir antioxydant (IC50 égale 0.072 mg/ml), et 1’extrait N2 a un pouvoir anti-
radical (1C50 0.023 égale mg/ml).

Nos résultats de I’activité anti-radicalaire sont désacoord a celui estime chez ( Genena, 2008 ;

Makhloufi, 2010 ) qui est de IC50 égale 15.75 mg/ml et 86 mg/ml respectivement.

Engénérale, le potentiel réducteur des extraits végétale est du a la présence de molécules
capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les convertir en

produits stables, parmi lesquelle les polyphénol.

6.Activité antimicrobienne

Les extraits hydro-éthanolique ont été évalués pour I'activité antimicrobienne contre les
bactéries (E. coli, Pseudomonas Aeruginosa, Staphylococcus aureus).

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les zones d’inhibition observées autour des disques
Imprégnés des différents extraits des feuilles de la plante etudiée (annexe I11) ont été mesurées.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 10 : Diamétre des zones d’inhibition des différentes souches testées.

Souches Diamétres de la zone d’inhibition (mm)

Bactériennes Extrait hydro-éthanolique (70/30)  Extrait hydro-éthanolique (50/50)

100% 75% 50% 25% 100% 75% 50 % 25 %

S.M SM
Pseudomonas 11 9 0 0 0 0 0 0
aeruginosa
E. coli 12 10 0 0 11 9 0 0
Staphylococcus 11 10 4 2 9 6 4 1
aureus

Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peuvent étre symbolisé

par des signes d’apreés la sensibilité des souches vis-a-vis de 1’extrait hydro-éthanolique.

Selon les résultats de I’effet de 2 extraits hydro-éthanolique du romarin ont interprété que :

» Avec I’extrait hydro-éthanolique (70/30) :

Evaluation de 1’activité antibactérienne vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa qui donne un
diamétre de zone d’inhibition de 1 1mm pour la solution mére ; 9mm avec la dilution 75 %, et elle

résistante pour 50 %, 25 %.

Les résultats indiquent que Pseudomonas aeruginosa sensible (+) pour la solution mére et la

premiére dilution et résistance (-) dans les deux dernieres dilutions.

Evaluation de 1’activité antibactérienne vis-a-vis E. coli qui donne un diamétre de zone
d’inhibition de 12mm pour la solution mére ; 10mm avec la dilution 75 %, et elle résistante pour
50 %, 25 %

Les résultats indiquent que E. colé sensible (+) pour la solution mére et premiére dilution et

résistance (-) dans les deux derniéres dilutions.
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Evaluation de D’activité antibactérienne vis-a-vis Staphylococcus aureus qui donne un
diamétre de zone d’inhibition de 11mm pour la solution mére ; 10mm avec la dilution 75 %, et

4mm avec la dilution 50 %, 2mm avec la dilution 25 %.

Les résultats indiquent que Staphylococcus aureus sensible (+) pour la solution mére et premiére

dilution et Non sensible pour les deux dernieres dilutions.

» Avec I’extrait hydro-éthanolique (50/50)

Evaluation de 1’activité antibactérienne vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa qui ne donne pas

un diametre de zone d’inhibition.
Les résultats indiquent que Pseudomonas aeruginosa résistance (-) dans toutes les dilutions.

Evaluation de I’activité antibactérienne vis-a-vis E. coli qui donne un diamétre de zone
d’inhibition de 11mm pour la solution mére ; 9mm avec la dilution 75 %, et elle résistante pour
50 %, 25 %

Les résultats indiquent que E. coli sensible (+) pour la solution mére et premiere dilution et

résistance (-) dans les deux derniéres dilutions.

Evaluation de I’activité antibactérienne vis-a-vis Staphylococcus aureus qui donne un
diamétre de zone d’inhibition de 9mm pour la solution mére ; 6mm avec la dilution 75 %, et 4mm

avec la dilution 50 %, 1mm avec la dilution 25 %.

Les résultats indiquent que Staphylococcus aureus sensible (+) pour la solution mére et Non

sensible pour les trois derniéres dilutions.

> Nous remarquons que I’extrait hydro-éthanolique (70/30) de romarin a un pouvoir

Antimicrobien plus élevé que celui de I’extrait 1’extrait hydro-éthanolique (50/50) sur tout dans la

solution mere et dans la premiére dilution.

Nos résultats ont été confirmée par les études de (Falleh et al., 2008 ; Hayouni et al., 2007
; Ayadi et al., 2011 ; Gachkar et al., 2006) ont observe un effet antimicrobienne du romarin

pour les extraits hydro-éthanolique.
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Par contre (Al-marir, 2014 ; Fernanda et al., 2013 ) pour I’extrait éthanolique et hydro-

¢thanolique ils ont dit que I’extrait de romarin n’a aucun fait sur les bactéries testées.

De cette étude analytique de I’activité antimicrobienne des extraits hydro-éthanolique de

Rosmarinus officinalis ressort que :

v Les souches bactériennes testées sont sensible a ces extraits , cette sensibilité est
différente selon les souches .

v D’extrait hydro-éthanolique (70/ 30 ; v/v) est plus actif que ’extrait hydro-éthanolique
(50/50 ; viv).

7.Activité antifongique

Les extraits hydro-éthanolique ont été évalués pour l'activité antifongique contre leveur
(Candida albicans). Les zones d’inhibition observées autour des disques imprégnés des différents
extraits étudiée apres 48 h d’incubation a 37°C (annexe I11) et sont présentées et résumés dans le

tableau :

Tableaux 11 : Valeurs des diamétres de la zone d'inhibition des différents extraits De

romarin a la souche fongique testée (C. albicans).

Souche

Fongique Diameétres de la zone d’inhibition (mm)
Extrait hydro-éthanolique (70/30) Extrait hydro-éthanolique (70/30)
100% 75% 50% 25% 100% 75% 50 % 25 %
S.M S.M

Candida 11 10 1 1 10 0 0 0

albicans
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Le tableau rapporte les résultats du pouvoir antifongique des différents extraits hydro-
¢thanolique de I’espece Rosmarinus officinalis vis-a-vis de la souche fongique Candida albicans
par la méthode de diffusion en milieu gélosé. Ont interprété que :

Les résultats obtenus ont montré que I’extrait hydro-éthanolique (70/30)

A produit des zones d’inhibitions de diamétre 11mm pour la solution mére ; 10mm avec la
dilution 75 %, et 0 mm avec la dilution 50 % et la dilution 25 %. Et I’extrait hydro-éthanolique
(50/50) a produit des zones d’inhibitions de diamétre 10mm pour la solution mére ; Omm avec la
dilution 75 %, la dilution 50 % et la dilution 25 %. Selon I’échelle donnée par (Mouas et al.,
2017)

Donc la levure Candida albicans est sensible (+) a 1’extrait hydro-éthanolique (70/30) pour la
S.M et dans la premiére dilution par a pour 1’extrait hydro-éthanolique (50/50) est sensible (+)

que pour la S.M.

Cette étude ont été confirmée par ( Khalid, 2013 ; Akroum, 2021 ) ont observé un effet

antifongique du romarin pour les extraits hydro-éthanolique et éthanolique.

De cette étude analytique de 1’activité antifongique des extraits hydro-éthanolique de

Rosmarinus officinalis ressort que :

v" la souche ( Candida albicans ) étudiée est sensible a ces extrait .
v’ D’extrait hydro-éthanolique (70 / 30 ; v/v) est plus actif que 1’extrait hydro-éthanolique
(50/50 ; viv).
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Conclusion :

Aujourd'hui, l'intérét du monde pour les plantes médicinales s'est accru malgré le
développement de diverses sciences médicales et ses spécialités, On note la préférence pour son
utilisation par rapport a l'utilisation de Produits chimiques, Et elle prépare La source principale et

principale de I'industrie pharmaceutique et des médicaments d'origine végétale.

L'importance de la recherche est qu'elle comprenait I'étude d'une plante importante de la
famille Rosmarinus officinalis qui a pris de la région Miliana forét "SIDI- SBAA". L est
considéré comme l'une des plantes les plus importantes qui jouent un réle important dans le
domaine de la médecine traditionnelle. 11 s'agit d'une étude qui permis d’évaluer different

propriété du romarin.

Dans le présent travail, on s’est intéressé aux effets antifongiques et antimicrobienne des

extraits bruts de feuilles de Rosmarinus officinalis.
Nous résumons notre travail dans cette étude comme suit :
v L’extraction et la récupération des extraits du Rosmarinus officinalis.

de la région de Miliana (Wilaya de Ain Defla), par Macération a 1’éthanol — Eau distillée on deux

volumes différent.
v Le rendement d’extraction par 1’hydro-éthanol (70/30 ; v/v) et (50/50 ; v/V)

Dans les feuilles de romarin a un pourcentage de 7 % ; 9.85 % respectivement. Ont d'obtenir des
rendements différent en fonction des different volume de solvants, dans les deux extraits Nous

avons constaté que sont riches en métabolites secondaires
v Elle a permis de mettre en évidence a travers un criblage phytochimique la présence

des tanins, des flavonoides, des Quinones et des et Saponosides Tandis que Sucres réducteurs.

Sont totalement absentes dans tous les extraits.

v Le dosage quantitatif des phénols totaux les deux extraits hydro-éthanolique (70/30 ; v/v)
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et (50/50 ; v/v) a révélé que le romarin contient 0.95mg EAG/d’extrait ; 1.9 mg EAG/d’extrait

respectivement.
v L’activité antioxydante des extraits, a été déterminée par la méthode DPPH avec des

pourcentages d’inhibition 59,85 % extraits hydro-éthanolique (70/30 ; v/v) et 74,87 % hydro-
éthanolique (50/50 ; v/v).

v La méthode d’aromatogramme a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien

de deux extrait I’hydro-éthanolique (70/30 ; v/v) et (50/50 ; v/v) vis-a-vis les trois souches
bactériennes testées. Ont montré que le pouvoir bactérien contre les souches de EXT 1 et plus
élevée par a pour les 2eme EXT respectivement, et ont monté que les extraits du romarin ont une

activité bactérienne contre un certain nombre de bactérie.

v L’étude du pouvoir antifongique des différents extraits 1’hydro-éthanolique (70/30 ; v/v),

et (50/50 ; v/v) a permis de visualiser une action inhibitrice intéressante de EXT 1 sur Candida
Albicans plus éleve comparativement au EXT 2 respectivement, et ont monté que les extraits du

romarin ont une activité fongique contre un certain nombre fongique.

En fin Une analyse chimique est souhaitable pour obtenir une vue plus approfondie sur la
composition qualitative et quantitative de ces extraits ¢tudiés afin de mettre en lumiere 1’effet

thérapeutique de cette plante médicinale Rosmarinus officinalis-L.
En perspective, notre travail nécessite d'autres études complémentaires tels que :

% la définition des meilleurs moyens de déterminer les effets des plantes sur la santé.

%+ Dosage des parametres plasmatiques (Triglycéridémie, cholestérolémie, hémoglobine
glycosylé, transaminases, urée, créatinine, ...).
¢+ Mener une étude plus approfondie pur isoler, identifier les molécules responsables de

’activité antifongiques et antimicrobiennes.
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s Utiliser d’autres méthodes comme HPLC pour identifier, caractériser et séparer les

differents constituants des extraits .
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Annexes | : Les résultats des tests phytochimiques obtenus pour les deux extraits

Figure 11 : couleur jaune implique Figure 12 : coloration verdatre ou

la présence des flavonoides bleu-noir la présence Tanins

Figure 14 : ’absence de Sucres Figure 15 : La formation d’une mousse

Réducteurs la présence des saponosides
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Annexes |1 : Les absorbances et droite d’étalonnage de I’acide gallique
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Figure 16 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique
Annexes Il : Résultat des diametres (mm) des zones d’inhibition

(Diametre des disques) des 4 souches testées.

Figure 17 : Evaluation de I’activité antimicrobienne d’extrait hydro- éthanolique (70/30;

V/V) de romarin contre Staphylococcus aureus selon la méthode d’aromatogramme (disques)
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Figure 18 : Evaluation de I’activité antimicrobienne d’extrait hydro- éthanolique

(50 /50 ; V/V) de romarin contre Staphylococcus aureus selon la méthode d’aromatogramme

Figure 19 : Evaluation de I’activité antimicrobienne d’extrait hydro- éthanolique (70/30 ;

v/v) de romarin contre E. coli selon la méthode d’aromatogramme (disques)
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Figure 20 : Evaluation de ’activité antimicrobienne d’extrait hydro- éthanolique

(50/50 ; v/v) de romarin contre E. coli selon la méthode d’aromatogramme (disques)

Figure 21 : Evaluation de I’activité antimicrobienne d’extrait hydro-éthanolique (70/30 ; V/V)

de romarin contre Pseudomonas aeruginosa selon la méthode d’aromatogramme (disques)
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Figure 22 : Evaluation de I’activité antimicrobienne d’extrait hydro-éthanolique (50/50 ; V/V)

de romarin contre Pseudomonas aeruginosa selon la méthode d’aromatogramme (disques).

Figure 23 : Evaluation de I’activité Figure 18 : Evaluation de ’activité

Antifongique d’extrait hydro-éthanolique Antifongique d’extrait hydro-éthanolique
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(70/30 ; V/V) de romarin contre C. albicans (50/50 ; V/V) de romarin contre C. albicans

Annexe |11 : Balance électrique peser Annexe 1V : I’extrait éthanolique avant le séchage

Le romarin.
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