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Résumé

Les plantes sont utilisées depuis 1’antiquité par 1’homme pour traiter divers
maladies. Ces végétaux ont I’avantage d’étre constitués d’un éventail de composés
potentiels, de structures chimiques variées ayant de nombreuses activités biologiques.
Actuellement, le développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
végétal et particulierement dans les plantes aromatiques et médicinales pour leur richesse

en antioxydants naturels comme polyphénols.

Le rendement des extraits et des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L.
varié de 10 a 25 ml/kg (soit: 1 a 2,5 %).En ce qui concerne les résultats de I'analyse par
HPLC et GC-MS les principaux constituants sont l'acide rosemarique, le carnosol, le
gemfibrozil, et 'acide carnosique. L’activité antioxydante a été évaluée par le biais de 3
méthodes (ABTS, FRAP et DPPH). Les résultats du test ABTS ont démontré que 1’extrait
du romarin a un pourcentage d’inhibition de 274 £+ 1,4 umol Eq Trolox. Les résultats du
test DPPH ont démontré que I’extrait du romarin a un pourcentage d’inhibition égal a

95,66 %avec un ICsp=17,87 ug/ml.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles a été étudiée vis-a-vis plusieurs
souches bactériennes par la méthode de diffusion sur milieu solide. Cette derniére montre
que les extraits et 1’huile essentielle de romarin exerce une activité antibactérienne
remarquable et que les bactéries Gram positives sont plus sensibles a I’action des extraits

et I’huile que les bactéries Gram négatives.

Mots clés: Rosmarinus officinalis L., extraits, huiles essentielles, activité

antioxydante, activité antimicrobienne.



Abstract

Plants have been used since ancient times by humans to treat various diseases.
These plants have the advantage of being made up of a range of potential compounds,
various chemical structures with many biological activities. Currently, the development
of bacterial resistance to antibiotics and the toxicity of synthetic antioxidants has led
researchers to draw from the plant world and particularly from aromatic and medicinal

plants for their

The yield of extracts and essential oils of Rosmarinus officinalis L. varied from 10
to 25 ml/kg (IE: 1 to 2,5 %).Regarding the results of the analysis by HPLC and GC-MS
are dominated by rosemarique acid, carnosol, gemfi broziland I'acide carnosic acid.

Antioxidant activity was evaluated using 3 methods (ABTS, FRAP and DPPH).
The results of the ABTS test showed that rosemary extract had an inhibition percentage
of 274 1.4 umol Eq Trolox. The results of the DPPH test showed that rosemary extract
has an inhibition percentage equal to 95.66% with an IC50=17.87 ug/ml.

The antimicrobial activity of essential oils has been studied with regard to several
bacterial and fungal strains by the solid medium diffusion method. The latter shows that
extracts and essential oil of rosemary exerts a remarkable antibacterial activity to that of
fungal and that Gram positive bacteria are more sensitive to the action of extracts and oils

than Gram negative bacteria.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., methanolic extract, essential oils, activity

antioxidant, antimicrobial activity.
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Introduction

Depuis longtemps 1'homme reconnait et utilise les plantes pour se nourrir et pour
traiter diverses maladies. Les vertus thérapeutiques des plantes ont été expérimentées depuis
lors et leurs précieuses caractéristiques se sont transmises oralement de génération en
génération. Les remedes de bonne réputation ont prévalu malgré le développement de la
médecine moderne qui est venue marginaliser le recours aux techniques médicales naturelles
(Makhloufi, 2010). Selon Athamena (2009), connaitre une plante ayant des vertus médicinales
suppose pouvoir décrire sa morphologie et son anatomie, connaitre son origine et son mode
d'action, apprécier l'incidence de ceux-ci sur sa qualité, analyser sa composition chimique et
les facteurs qui peuvent la faire varier, connaitre la structure et les propriétés des principes
actifs aussi bien que leur activit¢ pharmacologique, savoir apprécier la qualité par des
¢léments objectifs et mettre en ceuvre des méthodes pour la contrdler et enfin d'appréhender
tous les problémes liés a l'utilisation des plantes et des produits qui sont issus: indication,

contre-indication, effets secondaires, interactions médicamenteuses.

Rosmarinus officinalis est l'une des plantes médicinales les plus utilisées a travers le
monde. Les extraits des huiles essentielles de cette plante sont largement utilisés, dans la
médecine traditionnelle, depuis des siécles contre une multitude de maux. Aujourd'hui, le

romarin est entrédans la médecine moderne.
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Chapitre I: Généralité sur la plante

I.1. Description

Figure 01: Rosmarinus officinalis.

Plante trés connue, Le romarin est un arbrisseau vivace qui appartient a la famille
delamiacées, scientifiquement, on le connait sous le nom de Rosmarinus officinalis, C'est un
arbuste a feuilles persistantes pouvant atteindre 2m de haut, a nombreux Rameaux dressés ou
quelquefois prostrés. Il se caractérise par des fleurs qui prennentdifférents tons, compris entre
le bleu pale et le violet (figure 01). Le romarin est originaire du bassin méditerranéen

(Hoefler, 1994).

Depuis I'Antiquité, il est employé pour améliorer et stimuler la mémoire. Le romarin
est en effet considéré comme une plante tonique, revigorante, stimulante: autant de vertus que

refléte sa saveur aromatique bien particuliere (Iserin,2001).

1.2. Habitat

Le romarin pousse spontanément dans le sud de I'Europe. On le cultive dans le
mondeentier a partir de semis ou de boutures au printemps. Il apprécie les climats

chauds,modérément secs.

En Algérie on trouve le romarin dans toute les communes, Garrigues, foréts claires
etavec une floraison annuelle (Beloued, 2001).

2



Chapitre I: Généralité sur la plante

I.3. Classification

® Embranchement: Spermaphytes

e Sous-embranchement: Angiospermes
e (lasse: Dicotylédones

e Sous-classe: Gamopétales

e Ordre: Tubi florales

e Sous-ordre: Lamiales

e Famille:lamiacées

e QGenre: Rosmarinus

e Espece: Rosmarinus officinalis(Hoetler,1994).

1.4. Composition

Le romarin est riche en principes actifs. Il contient des flavonoides, des acides

phénols, notamment 1’acide rosmarinique (2 a 3 %).

Les feuilles de romarin contiennent de la résine, de tanin, une substance ameére et
environ 1,50% d’une essence spéciale a odeur aromatique, saveur chaude et camphrée, de
cinéole et de camphre ordinaire. Perrot a découvert la présence de poils sécréteurs de deux
sortes dans le limbe de la feuille de romarin. Les sécrétions sont les produits du métabolisme
végétal quicomprennent les huiles essentielles, les gommes et les mucilages, les tanins, les
alcaloides, lesnectars, etc. D’autre part, Spiro et Chen rapportent que 1’huile essentielle de
romarin estcontenue dans des glandes épidermiques appelées trichomes, divisées
essentiellement en deuxtypes principaux (peltaste et capitate glands). Le premier type serait le
site de stockagele plusimportant de 1’huile essentielle de romarin. Il faut rappeler que la

libération de I’huile n’est possible que si un facteur externe intervient(Zermane,2010).
Les principaux constituants de 1’huile essentielle de Romarin sont:

e Huile essentielle: 1,8 cinéole, 0-pinene, camphre;

e Acides phénols: acides caféique, rosmarinique et chlorogénique;
e Diterpenes phénoliques: acide carnosoliqueetcarnosol;

e Tanins;

e Triterpénes et stéroides: acides oléanoliquesetursoliques;



Chapitre I: Généralité sur la plante

e Flavonoides glucosides de flavones simples (Brunton,1999).

L.5. Usage thérapeutique

Le romarin est composé¢ de puissantes huiles essentielles qui lui conférent des
propriétés:  digestive, stimulante, détoxiquant, diurétique, expectorante, anti-
inflammatoire,antispasmodique, antinévralgique, tonique. Le romarin est recommandé aux
convalescents,aux surmenés, aux dépressifs, de méme qu'aux personnes sujettes aux

palpitations, aux migraines, aux angoisses et aux insomnies (Zhiri et Baudoux,2006).

Il est également bienfaisant dans les cas de digestion difficile due a l'atonie des
organesdigestifs, qu'il tonifie tout en augmentant la sécrétion de la bile et en favorisant
sonévacuation.

On ['utilise également en fumigation, dans les cas d'asthme. En usage externe, on
utilisera une préparation de romarin cuite dans du vin et appliquée en cataplasme sur les
gonflementsdouloureux des entorses, sur les contusions ou les rhumatismes articulaires et on
soignera les aphtes et l'amygdalite avec des bains de bouche d'une décoction de
feuilles. Pour soulager les rhumatismes, on prendra un bain auquel on ajoutera une décoction

defeuilles de romarin(Blanc,2010).

Le romarin a été utilisé il y a des milliers d'années pour conserver les viandes. Cette
plantecontient des substances chimiques trés antioxydantes, tel que 1'acide carnosique (1,5 et
2,5%)et de carnosol (0,3-0,4%). L'acide carnosique est également utilisée par la glande

thyroide pour produire leshormones thyroidiennes.

Le romarin contient des composés qui préviennent la baisse de l'acétylcholine
quisurvient lors de la maladie d'Alzheimer. Il améliore également la circulation sanguine dans
lecerveau (Kabouche,2005). 1l aurait également une action contre le cancer. Lors d'étude de
laboratoire, le romarin adémontré la capacité d'inhiber, chez I'humain, l'aflatoxine, un
cancérigene que l'on retrouvesur de nombreux produits alimentaires destinés a I'homme ou
aux animaux. Les huilesessentielles du romarin stimulent la production d'enzymes

protectrices par le foie(Jhonson,1999).



Chapitre I: Généralité sur la plante
I.6. Indication usuelles

Elle est prescrit dans le soin des troubles-digestifs liés a une insuffisance de la
fonctionbiliaire: dyspepsie, crampes, ballonnements, constipation. Il peut étre utilis¢ dans
lesinfections bronchiques et ORL (grippe, bronchite...) et il est recommandé en cas de
grandefatigue. En usage externe, il apaise les douleurs rhumatismales et inflammatoires

(Cazau-beyret, 2013).
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Chapitre I1: Métabolites secondaires

Une des originalités majeures des végétaux résident dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. Ils posseédent des métabolites dits «secondaires» par
opposition aux métabolites primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. Les
métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, dont plus de 200000 molécules
ont ét¢ identifiées et classés selon leur appartenance chimique en composés phénoliques,

alcaloides et terpénoides (Saidi, 2019).
II.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas
de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la
croissance, ou la production (Labiod, 2016) mais qui représentent une source importante de
molécules utilisables par ’homme dans des différents domaines (Saidi, 2019). Ils sont
synthétisés par les plantes, présents dans les vacuoles des tissus végétaux et contribuent a la
qualité organoleptique et nutritionnelle des aliments qui en contiennent (Zemmouri, 2015).
Comme la plupart des métabolites secondaires, les polyphénols sont synthétisés par les

plantes afin d’accomplir certaines fonctions. Ils sont généralement impliqués dans:

e La défense contre les rayonnements ultraviolets;
e La défense contre 'agression par les pathogenes, les parasites et les prédateurs;
e Laproduction des ardbmes et parfums et la contribution dans la pigmentation;

e La protection des cultures contre la peste et la germination des graines avant la

récolte(Bravo, 1998; Dai et Mumper, 2010).

II.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), sont divisés en plusieurs
catégories: les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins qui
sont des produits de la polymérisation des flavonoides, les acides phénoliques, les
coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables (Bouchouka,

2016).

Une classification de ces substances a ét¢ proposée par Harbone (1980) (Figure 02).

Onpeut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le
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nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base

(Laouini, 2014).

Polyphenois '
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[ Acides phenoliqueJ [ Flavanoide ] [ Tanins ] { Stilbénes ] [ Lignanes ] LPII_\-tostérols-' Phy |osr:|uok]
Dérivés acide benzoique Polymeéres de Resvératrol Matairésino Campestérol
Ex: acide gallique Flavanoides . Stigmastérol
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Ex: acide caféique
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Lutoléine Quercétine Genistine Taxifoline

Daidzine

Figure 02: Classification des polyphénols.

I1.2.1.  Les acides phénols
I1.2.1.1.  Définition

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, La pratique courante en
phytochimie conduit a réserver I’emploi de cette dénomination aux seuls dérivés des acides
benzoiques et cinnamiques. Certains auteurs sont cependant plus restrictifs: ils n’utilisent le
terme d’acide phénol que pour les dérivés en Cs _C; et incluent les dérivés cinnamiques dans

le groupe, plus large des phénylpropanoides (Bruneton, 2009).
I1.2.1.2.  Propriétés chimique et distribution

Ce sont des composés instables, leur extraction est a conduire sur le produit frais par
de I’alcool ou une solution hydro-alcoolique (Richard, 2012).Les acides phénoliques sont des
substances photochimiques,solubles en majorité dans les solvants organiques polaires pour les
phénols, dans les hydrogénocarbonates pour les acides phénols et dans 1’eau pour les formes

hétérosides (Hamadache, 2011).
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Ces molécules semblent n’étre majoritairement présentes que chez les gamopétales, en
particulier chez les lamiales, les oléales et dans une moindre mesure, chez les astérales

(Bruneton, 2009).
I1.2.1.3.  Classification

Les acides phénols sont universellement rencontrés chez les plantes. Deux sous-

groupes peuvent étre distingués:
1. Acides hydroxybenzoiques

Présents dans peu de végétaux de 1’alimentation courante, ils sont peu étudiés. Dérivés
de l’acide benzoique, leur diversité¢ structurale est due aux hydroxylations et/ou
méthoxylations du noyau aromatique en diverses positions (Tomas-Barberan et Clifford,

2000)dont les plus répandus sont 1’acide salicylique et I’acide gallique (Laouini, 2014).
2. Acides hydroxycinnamiques

Sont rarement présents sous forme libre et sont retrouvés essentiellement sous une
forme conjuguée. Il s’agit de dérivés glycosylés ou d’esters avec les acides quinique, tartrique
ou shikimique. Tres répandus dans le régne végétal, le composé le plus courant est I’acide
caféique, I’acide férulique est également répandu dans les aliments (Tomas-Barberan et

Clifford, 2000).
I1.2.1.4.  Propriétés biologiques

Le role physiologique et/ou écologique des acides-phénols est trés mal connu. Leur
intérét thérapeutique potentiel est tres limité(Abedini, 2013).Les phénols sont surtout des
antiseptiques (arbutoside de la busserole), des antalgiques (dérivés salicylés de la reine des
prés et du saule) et des anti-inflammatoires. Les acides phénoliques (comme [’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, en particulier a 1'égard des organismes phytopathogenes. Les plantes, en les
produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes phytophages

(Bruneton, 2009).
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11.2.2. Flavonoides
11.2.2.1. Définition

Le terme flavonoide signifie jaune en latin (= flavus en latin), il désigne une trés large
gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Seyoum etal,.2006).
Ces composés sont présents chez les plantes supérieures et chez les plantes inferieures y

compris les algues (Chaouche, 2015).
11.2.2.2.  Propriétés chimique et distribution

Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquitaires des plantes (Abedini,
2013) qui ont une structure de base commune composée de deux cycles aromatiques reliés par
trois carbones (soit un squelette de base de 15 atomes de carbone) (Cabanel, 2013). Ils
sontconsidérés comme des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Attou, 2011).Quand
ils ne sont pas directement visibles, ils contribuent a la coloration par leur réle de co-pigments

(Abedini, 2013).

Ce sont des hétérosides majoritairement hydrosolubles et solubles dans les alcools
(méthanol), méme si quelques-uns ont une hydro solubilité faible mais insolubles dans les
solvants organiques, ils ont une trés haute solubilité en milieu alcalin donnant généralement
une coloration jaune qui disparait par 1’addition d’acides (chaouche, 2015). L’extraction des

hétérosides se fait par 1’alcool ou I’acétone (Richard, 2012).
I1.2.2.3.  Classification

Les composés peuvent €tre répartis en différentes classes de flavonoides en fonction
du nombre, de la position, de la nature et de la conformation des substituant sur les deux
cycles aromatiques et la chaine intermédiaire, les structures chimiques des sous-groupes des

flavonoides sont montrer dans la figure 03 (Bruneton, 2009).

Parmi les nombreuses classes de flavonoides identifiées, les principales sont: les
flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavanones, les flavanes et les anthocyanines

quelques unes sont représentées (Hamadache, 2011).

Selon la nomenclature de I'IUPAC (International Union of Pure and Applied

Chemistry), on peut classer les flavonoides en trois groupes, qui contiennent tous une fonction
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cétonique: les flavonoides (quercétine, rutineles), iso flavonoides, les néo flavonoides

(Cabanel, 2013).

a8
= OH
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Flavonol (2) Flavone (3) Flavan-3-ol (4) Anthocyanidin (5)
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: If “aH OH
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Coumarn (10) Chalcone (11) Dihydrochalcone (12) Aurone (13)

Figure 03: Les structures chimiques des sous-groupes des flavonoides (Crozier et al., 2009).
11.2.2.4.  Propriétés biologiques

La principale propriété¢ biologique reconnue des flavonoides est d’étre «veino-actifsy»
(veinotrope, vitaminique) c'est-a-dire qu’ils permettent de diminuer la perméabilité des
capillaires sanguins et de renforcer leur résistance (Bruneton, 2009). Par ailleurs, on attribue
aux flavonoides de potentielles activités biologiques telles qu’anti-inflammatoires,
antiallergiques, hépato protectrices, antimicrobiennes, antioxydantes et anti-cancérigénes

(Abedini, 2013).

Théoriquement, les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens puisqu’ils
sont de puissants inhibiteurs in vitro de I’ADN gyrase (Touami, 2016), certains auraient une
activité anti-tumorale in vitro, mais leur efficacité clinique est rarement démontrée (Richard,
2012). Des études épidémiologiques ont montré que la consommation de quantités €élevées de
flavonoides peut avoir un effet protecteur contre la maladie de parkinson, cet effet semblerait

étre plus perceptible chez les hommes (Gao et a/,.2012).

Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le controle de la

croissance et du développement des plantes, ce sont des molécules antifongiques et
10
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antibactériennes(Abedini, 2013). Deux rdles sont assurés principalement par les flavonoides;

la protection des plantes des rayons solaires UV et la coloration (Jager et Sabi, 2011).

e Les anthocyanes

Les anthocyanes sont présents chez presque toutes les angiospermes. Constituent le
groupe de pigments solubles dans 1’eau et les alcools, insolubles dans les solvants organiques
apolaires et instables en milieu neutre ou alcalin, qui conferent leurs couleurs aux fruits et aux

légumes (Richard, 2012; Zemmouri, 2015)

Les anthocyanes sont issus de I'hydrolyse des anthocyanidines qui sont responsables
de la coloration vive, allant du rouge au violet en passant par le bleu, des fruits et des
pigments floraux. Ils sont dissous dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs et
des fruits auxquels ils donnent ces couleurs. Les anthocyanines changent de couleur en

fonction de leur pH (EI gharras, 2009).

Les anthocyanes ont des actions sur le systéme cardiovasculaire, des propriétés anti-
cedémateuses, antioxydantes in vitro et sont utilisés pour leurs actions sur la circulation en

ophtalmologie (Richard, 2012).

I1.2.3. Les coumarines

11.2.3.1.  Définition

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels et donnent une

odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché (Kholkhal, 2014).
11.2.3.2.  Propriétés chimiques et distribution

Les formes hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I’eau. Sont des substances

phénoliques dérivés de la benzoalphapyrone (figure 04) (Cowan, 1999; Richard, 2012).

A T’exception des algues, ces composés sont les constituants caractéristiques du régne
végétal chlorophyllien. Les familles les plus riches en coumarines sont: les Légumineuses,
Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et
peuvent également se trouver dans le régne animal et chez certains microorganismes

(Kholkhal, 2014).
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O
-

Figure 04: Structure de base des coumarines (Cowan, 1999).
11.2.3.3.  Propriétés biologiques

Les coumarines posseédent des propriétés physiologiques et antimicrobiennes, elles
sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux

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

Ces molécules peuvent avoir une activité sur le systeme cardiovasculaire, anti-

cedémateuse et immunostimulante et a probablement une activité cytotoxique (Richard, 2012).

I1.2.4. 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 coupés ou lésés. Les
quinones possédent deux fonctions cétones correspondant a 1’oxydation des composés
aromatiques (figure 05) et caractérisés par un motif 1,4dicétocyclohexa-2,5-diénique (para-
quinone) ou éventuellement, par un motif 1,2-dicétocyclo-hexa-3,5-diénique (ortho-quinone)
(Chenni, 2010; Kholkhal, 2014).

i1

1.4 benzoquinone (para-quinone) 1,2 benzoguinone (ortho-quinone)

Figure 05: Structures de base des para-quinones et des ortho-quinones (Bruneton, 1999).
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I1.2.4.2.  Propriétés chimiques et distribution

Sont ubiquitaires, on les trouve dans les végétaux, les champignons, les bactéries et les
algues a 1’état libre ou combiné (sous forme d’hétérosides) (Faskens et al,. 1993), aussi les
animaux contiennent également des quinones, comme par exemple la vitamine K, qui est

impliquée dans la coagulation du sang (Kholkhal, 2014).

Les quinones sont caractérisées par la réaction de Borntager effectuée soit directement
sur la matiére végétale, soit apres extraction au chloroforme. Une coloration rose en milieu

ammoniacal se développe révélant la présence de dérivés quinoniques (Chenni, 2010).
I1.2.4.3.  Classification

Différents groupes de quinones ont été identifiés dont les benzoquinones, les
naphtoquinones, les anthraquinones, les anthracyclinones et les naphtodianthrone (Chenni,

2010).
11.2.4.4.  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).

11.2.5. Les tanins
11.2.5.1. Définition

Les tanins sont des métabolites d’origine végétale et non azotée qu’on trouve dans de
nombreux végétaux a un degré plus ou moins ¢€levé. Ceux-ci donnent un gotit 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).
I1.2.5.2.  Propriétés chimiques et distribution

Sont trouvé dans toute les parties de la plante: 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et
les racines (Bouchouka, 2016), ayant la propriété¢ de précipiter les protéines a partir de

solutions aqueuses (forment un complexe avec les macromolécules) (Richard, 2012).
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I1.2.5.3.  Classification

Les tanins sont classifiés en deux groupes selon leur structure chimique et par leur
origine biogénétique: les tanins hydrolysables et les tanins condensés, plus répandus dans le
régne végétal. Ils peuvent étre des dimeres (figure 06), des oligomeres et des polymeres de

catéchine (Zemmouri, 2016).

e Les tanins condensés (pro-anthocyanidines): qui se différent fondamentalement des
tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leur molécule et leur
structure est voisine de celle des flavonoides. Ils ne sont hydrolysés ni par les acides,
ni par les tannasses mais en présence d’acide forts ou d’agents d’oxydation, ils se
transforment en substances rouges (Kholkhal, 2014).

e Tanins hydrolysables: ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’'un nombre
variable d’acide phénol caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par

hydrolyse chimique ou enzymatique(Cowan, 1999).

OH
| OH HO - 0
0 ‘ -~ ~OH
- o ‘ OH HO o\)\ 0 | ]
OH |
oH | 0 \ 0 . OHOH
HO ‘ _ A
HO : OH ;
\R1 o ‘ OH
OH Rz OH

Tanins condensés Tanins hydrolysables

Figure 06: Structures chimiques typiques des tanins (Achat, 2013).
11.2.5.4.  Propriétés biologiques

Les tanins permettent d’imperméabiliser la peau, notamment par vasoconstriction, et
ont donc une possible application dans la cicatrisation, notamment lors de blessures
superficielles ou brilures par limitation de pertes en fluides. On leur confére aussi des
propriétés anti-diarrhéique, antibactérienne et antifongique, d’ou une application empirique
dans les dermatoses. De méme, ils ont un potentiel antioxydant, inhibiteur enzymatique, anti

tumoral et antiviral (Richard, 2012).
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I1.2.6. Les saponines

I1.2.6.1.  Définition

Le nom saponine dérive du mot latin «sapo», qui signifie savon, parce que ces
composés moussent une fois agités avec de (Vincken et al/,. 2007). Les saponines appelées

aussi saponosides sont une classe spécifique de métabolites secondaires (Sparg et a/,.2004).
11.2.6.2.  Propriétés chimiques et distribution

Elles sont des constituants de nombreuses plantes médicinales. La présence de
saponines a ¢été signalée dans plus de 100 familles de plantes et dans quelques sources

marines, peuvent exister dans différentes parties des plantes (Missaoui, 2018).

Sont des hétérosides de poids moléculaire élevé Ils se composent d'aglycones non
polaires liés a un ou plusieurs sucres. Cette combinaison d'éléments structuraux polaires et
non polaires explique leur comportement moussant en solution aqueuse. Comme définition,

on dirait qu'une saponine est un glycoside de stéroide ou de triterpeéne (Laouini, 2014).
I1.2.6.3.  Classification

Fondamentalement, on distingue les saponines stéroiques et les saponines
triterpéniques dérivant tous deux bio synthétiquement de 1'oxyde de squaléne (Laouini, 2014).
Les saponines stéroides (stéroidiques) se trouvent principalement dans les monocotylédones
(comme les agavaceae, les dioscoréacées et les liliacées) tandis que les saponines triterpenes
sont les plus abondantes et se trouvent principalement dans les angiospermes dicotylédones

(légumineuses, araliaceae, caryophyllaceae) (Giiglii-Ustiindag et Mazza, 2007).
11.2.6.4.  Propriétés biologiques

Les saponosides isolés a partir des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle,
possédent plusieurs propriétés biologiques et pharmacologiques (Sparg et a/,.2004). Les
saponines agissent comme une barriére chimique contre les agents pathogenes et les
herbivores. Les saponines se trouvent dans les tissus végétaux qui sont les plus vulnérables

aux attaques fongiques, bactériennes et des insectes (Cheok et al,. 2014).

Les saponosides manifestent des propriétés hémolytiques (abaissent la tension
superficielle de liquide et augmentent la perméabilité des parois et détruisent les hématies),

antimicrobiennes, antifongiques, anti-inflammatoires, antalgiques et anti- cedémateuses. Ils
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sont particuliérement toxiques pour les animaux. Les saponosides ont unetoxicité assez faible
par voie orale mais nettement plus marquée lorsqu’ils sont administrés par voie parentale

(Laouini, 2014).

11.2.7. Les alcaloides
11.2.7.1. Définition

Les alcaloides sont des substances naturelles réagissant comme des bases, dont
I’atome d’azote est compris dans un systéme hétérocyclique, figurent parmi les principes
actifs les plus importants en pharmacologie et en médecine et renferme des molécules ayant

des réactions communes a certains types de réactifs (Richard, 1987).
11.2.7.2.  Propriétés chimiques et distribution

On les trouve dans plusieurs familles des plantes, en tant que des métabolites
secondaires, principalement chez les plantes a fleurs (Badiaga, 2011). Les alcaloides peuvent
se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon I'espece de la plante, ils
s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les feuilles ou dans les fruits

(Muniz, 2006).

Les alcaloides peuvent €tre extraits a partir de leurs sources naturelles par traitement
avec des acides (habituellement acide chlorhydrique ou sulfurique, bien que des acides
organiques. La plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et

certains sont fortement toxiques (Bruneton, 2009).
I1.2.7.3.  Classification

L’atome d’azote dans les alcaloides provient, en général, d’un acide aminé dont la
structure carbonée reste souvent intacte dans la structure finale de 1’alcaloide. Une fagon
raisonnable est alors de classer les alcaloides en groupes, selon leur précurseur biosynthétique
quelque types sont décrits dans la figureO7 ci-dessous (Muniz, 2006).On distingue trois

classes d’alcaloides:

e Les alcaloides vrais, qui représentent de plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques
et disposent d’un large spectre d’activité biologique importante. Ils dérivent d’acides
aminés et comportent un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique, dont les

précurseurs sont des acides aminés;
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Les pseudo-alcaloides qui sont des métabolites présentant les caractéristiques des

alcaloides vrais mais ne sont pas dérivés d’un acide-aminé (terpéniques);

Les proto-alcaloides qui sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un
systéme hétérocyclique; ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir

d’acides aminés, solubles dans I’eau et ils sont souvent appelés amines biologiques

(Badiaga, 2011; Richard, 2012).
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Figure 07: Type d’alcaloides et leur précurseur acide aminé (Muniz, 2006).
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11.2.7.4.  Propriétés biologiques

Les alcaloides représentent le groupe de substance d’intérét thérapeutique le plus
important en termes de nombre, de diversité structurale et de 1’éventail de leurs activités
pharmacologiques (Rakotonanahary, 2012). Certains sont des médicaments connus qui ont
des vertus thérapeutiques avérées, sont utilisés comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet

sur les troubles nerveux (maladie de Parkinson) (Iserin, 2001).
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1. Préparation des extraits

1.1. Macération aqueuse

Une prise d’essai de 10g de poudre de chaque plante a été introduite dans un ballon
contenant 100mL d’eau distillée. L’ensemble a ét¢ maintenu sous agitation magnétique
pendant 24 heures a la température ambiante. Aprés filtration, le filtrat a été concentré a
I’évaporateur rotatif sous vide a 50°C, I’extrait a été ensuite mis a 1I’étuve a 46°C pendant 24
heures. Les poudres obtenues ont été pesées puis conservées dans un flacon stérile

hermétiquement fermé (Bohui et al., 2018).

1.2. Extraction par les solvants

La plus part des chercheurs ont utilisées la macération par des solvants organiques, les

plus fréquents sont; méthanol, éthanol, chloroforme et I'acétone(Bohui et a/., 2018).

La quantité de solvant doit étre appropriée a la quantité¢ de matiere végétale a extraire.
L’extraction est effectuée sous agitation continue et a une température ambiante, pendant 4 a
5 heures. Apres filtration sur un papier Wattman contenant du sulfate de sodium anhydre Na,
(SO4),, le matériel végétal est encore extrait par le méme solvant et la méme fagon, les filtrats

sont additionnés et concentrés a sec par un évaporateur rotatif (Labiod, 2016).

L’extraction permet d’obtenir des extraits organiques bruts: extrait d’éthanol (EtOH),
extrait de méthanol, et 1'extrait d'acétone qui seront récupérés dans des flacons en verre puis

conservés a 4° C jusqu’a utilisation (Mamadou, 2003).
1.3. Détermination du rendement d’extraction

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein
(apres évaporation) et le poids du ballon vide (avant le transfert du filtrat a évaporer)(Bohui et

al., 2018).

Rendement (%) = ((Masse d’extrait sec)<100) / (Masse de la matiére végétale).
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2. Les techniques d'extraction des huiles essentielles

2.1. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est I’une des méthodes officielles pour I’obtention
des huiles essentielles. A la différence de 1’hydrodistillation, cette technique ne met pas en

contact direct I’eau et la matiére végétale a traiter (Labiod, 2015).

L’un des principaux intéréts de cette méthode par rapport a I’hydrodistillation est la
préservation de la qualité de 1’essence. En effet, dans le cas présent, la plante ne macere pas
dans 1’eau, ce qui limite les phénomenes d’hydrolyse mais également de solubilisation de
certains composés hydrosolubles (comme les phénols) qui sont donc mieux extraits

(Deschepper, 2017).
2.2. Hydrodistillation

Elle est de loin le procédé le plus répondu, car il convient a la majorité des plantes
c’est la méthode normée pour 1’extraction d’une huile essentielle (Labiod, 2016). Le principe
général de I’hydrodistillation est le suivant: On chauffe dans un alambic jusqu’a ébullition une
suspension d’une matiere premicre végétale dans 1’eau de sorte que la vapeur d’eau entraine
les substances volatiles de la plante. Cette vapeur est récupérée et condensée. L’huile
essentielle constituée de ces différentes substances volatiles se sépare par gravit¢ de I’eau a

laquelle elle n’est pas miscible (Deschepper, 2017).
2.3. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le
poids de la plante traitée. Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante

(Feknous et al., 2014):
R% = Pyp/Pa x 100

R%: Rendement de I’huile en (%), P,: Poids de 1"’huile en (g), Py: Poids de la plante en (g).
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3. Caractérisation des extraits

3.1. L'Analyse par HPLC des composés phénoliques

La chromatographie en phase liquide a haute performance (I’abréviation anglaise
HPLC - High Performance Liquid Chromatography est plus fréquemment utilisée) est une
technique de séparation analytique basée sur I'hydrophobicité des molécules ou d’un mélange

de composés (Abedini,2013).
3.2. CG-SM des huiles essentielles

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse
(CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et l’analyse des différents
constituants d’un mélange complexe. Dans le secteur particulier des huiles essentielles, le

couplage CPG/SM est, aujourd’hui, la technique de référence (Paolini, 2005).

Le principe de la spectrométrie de masse consiste a bombarder a I’aide d’¢électrons une
molécule qui sera fragmentée; les différents fragments obtenus, chargés positivement,
constituent le spectre de masse de cette molécule. Ce qui rend le couplage de la CG et SM tres
efficace pour l'analyse des mélanges complexes qui contiennent des fois plus que trois cents
produits est la possibilité de compiler les spectres des produits séparés dans la mémoire d'un
ordinateur et de les comparer individuellement avec des spectres de référence disponibles

dans la mémoire de l'ordinateur (Bouhajib, 1992; Labiod, 2016).
4. Activité antioxydante

Beaucoup de tests sont utilisées pour évaluer l'activité antioxydante des extraits. La
plupart de ces tests sont basées sur la coloration ou la décoloration d'un réactif dans le milieu
réactionnel. Les tests les plus fréquemment utilisées sont le DPPH, FRAP et ABTS(Saidi,
2019).

4.1. Test au DPPH

Cette méthode est basée sur la capacité des antioxydants a réduire le radical libre 2,2-
diphényl-1-pycril-hydrazyl, soit par un mécanisme de libération d’un atome d’hydrogene du

groupement hydroxyle, soit par libération d’un électron. Le radical a un maximum
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d’absorption mesurable par spectrophotométriec a 515nm et sa neutralisation par un

antioxydant peut-€tre facilement suivie par spectrophotométrie UV/vis (Saidi, 2019).

4.1.1. Expression des résultats
e (alcul des pourcentages d’inhibition par la formule suivante(Kholkhal, 2014):

1%=[(AC-AT)/AC]*100
AC: Absorbance du controle; AT: Absorbance du test effectué.

e Calcul des ICso

L’ICs représente la quantité de substance d’antioxydant nécessaire pour réduire 50%
de la quantit¢ de DPPH initialement présente. Elle est exprimée en pug/ml d’extrait végétal.
L’ICso (%) est obtenue par 1’équation de la droite moyenne du pourcentage de DPPH résiduel
en fonction de la concentration en antioxydant. La plus forte activité antiradicalaire

correspond a la fraction qui possede 1I’ICs la plus faible.

La courbe % DOghaniion = f (Echanilion) €St tracée et la projection du point
correspondant a 50 % de la DO échantillon sur 1’axe des abscisses permet de calculer I'ICsy en

pg/ml d’extrait (Zemmouri, 2015).
e Calcul de I’activité antiradicalaire (Scavenging activity)

Nous pouvons déduire I’activité antiradicalaire de nos extraits en calculant I’inverse

des valeurs des 1Csg trouvées.
AAR= 1/ICso

L’activité¢ antiradicalaire est comparée a celle de I’acide ascorbique et le BHA (Kholkhal,

2014).
4.2. Teste de la réduction du fer (FRAP)

Le pouvoir de réduction ferrique déterminé en utilisant un dosage de FRAP 1996. La
méthode FRAP développée par Benzie et Strain (1996) et considéré comme un test direct et
rapide est utilis€é pour mesurer le pouvoir des antioxydants non enzymatiques (Laouini, 2014;

Bounihi, 2015).
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4.3. Test de la capacité antioxydant en équivalent Trolox ou (ABTS)

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
ABTS" de coloration vert bleu en le transformant en ABTS incolore. Le radical préformé

ABTS" est généré en présence des ions persulfates (Bouchouka, 2016).

En présence d’un antioxydant, le passage du radical ABTS" a la forme non radicalaire
s’accompagne de la disparition de la coloration vert bleu intense qui peut €tre suivie par la
mesure de la densité optique a une longueur d’onde de 734 nm. Ce test est simple,

opérationnel, reproductible, et peut étre utilis¢ dans différents milieux(Bouchouka, 2016).

5. Activité antimicrobienne

5.1. Activité antibactérienne

5.1.1. Les souches utilisées

(E.coliATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, BaciluscereusATCC
11778, Listeria monocytogenesATCC 19115, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcusfaecalis ATCC 29212, Aspergillus niger, Penicillium jensinii, Penicillium

purpurogenum) (Makhloufi, 2010).
5.1.2. Méthode des disques par diffusion

Les disques ont été confectionnés a partir du papier filtre (Whatman n® 5), a raison de
6mm de diametre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes au cours de

I’expérimentation les disques ont été stérilisés a 120°C pendant 15 minutes dans un autoclave.

Une colonie de chaque espece bactérienne prélevée du milieu gélosé spécifique apres
activation a été¢ ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif; ce mélange constitue I’inoculum
microbien. Des prises de volume de 1 ml de cette derniére solution ont été étalées séparément

en surface de plusieurs boites de Pétri contenant le milieu MH.

Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans chaque extrait obtenu selon le solvant
utilisé sont ensuite déposés successivement a la surface de chaque boite de Pétri contenant le
milieu gélos¢ Mueller Hinton ensemenceé par les germes. La lecture des diametres d’inhibition
est effectuée apres incubation des boites de Pétri a 37°C pendant 24 heures a 1’aide d’un pied

a colis (Bouchouka, 2016).
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Chapitre V: Résultats et discussion
1. Rendements de I’extraction des polyphénols

Selon Do et al., (2014), le rendement en polyphénols extraites par les solvants
organiques montre que le meilleur taux d’extraction est enregistré avec le méthanol (26,06 %)

suivide 1'é¢thanol (17,03%). le plus faible rendement est obtenu avec 1'acétone (12,33%).

Les résultats obtenus par d’autres chercheurs confirment que le méthanol est le solvant
organique qui permet d’avoir des taux de rendement les plus élevés. En effet, Mounyr(2011),
a obtenu un rendement de 15,8% avec le méthanol, ce taux est trés proches a celle rapporté
parHoefler (1994) qui a réalisé 1’extraction méthanolique, il a obtenu un rendement de 15,1%.
Pour la macération aqueuse, les résultats de Fadili et al.,(2015), montrent que le rendement est

de 2,25%. Par contre, le rendement obtenu par Hoefler est plus fort (16,2%).

La technique d’extraction ainsi que le type du solvant utilis¢ affectent le taux de
rendement obtenu. Hayouni et al., (2007) ont montré que la macération aqueuse donne des
rendements plus importants que celle avec les solvants organiques.Toutefois, le rendement
d’extraction dépend de plusieurs autres facteurs y compris la durée d’extraction, la matiére
végétale brute, la quantité du solvant d’extraction, la température et le pH. La variation de ces
facteurs donne naissance a une altération différentielle de la distribution des composés entre

les deux phases solide et liquide (Hayouni et al., 2007).

2. Rendements en huile essentielle

La distillation a la vapeur et I’hydrodistillation sont utilisées pour la récupération de
I'huile essentielle. Ces processus ont déja été largement appliquée pour I’obtention de I'huile
essentielle a partir des feuilles de romarin (Wollinger et al.,2016). Le Tableau I présente les
rendements en HE de romarin «Rosmarinus officinalis L.» obtenue respectivement soit par

I'hydrodistillation, soit par 1'entrainement a la vapeur d'eau.

Les résultats de Wollinger et al., (2016), montrent que le rendement d'extraction
maximal de I’HE obtenu par distillation a la vapeur est de 2,5% (p/p), alors que
I'hydrodistillation ne fournit que 1,8% (p/p) du poidsinitial. Ces valeurs sont supérieures a
ceux rapportés par Genena (2008), ou le rendement maximal par distillation a la vapeur était
d'environ 1,2% et par hydrodistillation 0,44%. De plus, la composition en HE extraite par
hydrodistillation, est influencée parla quantité en eau mise dans le ballon de distillation, car
certains composés sont peu solubles dans I’eau (Williams et Lusunzi, 1994).
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Tableau I: Rendement en HE de romarin selon deux méthodes d’extraction (Wollinger et al.,
2016).

Rendement %

Méthode d'extraction  Alexander et Boutabia  Baghloul BRUNETON

al., (2016) etal, (2007) (1999)
Hydrodistillation 1.8% 1.91% 1.69% (1a22.5%)
Entrainement a la 2.5% / / (12a2.5%)

vapeur d’eau

Dans 1'é¢tude du Boutabia et al,(2016) I’opération d’extraction des HE du romarin
récolté¢ au mois de mars dans trois sites de la région de Hammamet (Tébessa-Algérie) a
permis d’avoir des rendements allant de 1,16% a 2,29% par 1'hydrodistillation durant une
heure, a une température de 100°C. Cependant, la moyenne des rendements obtenus (1,91%)
est supérieure a celle trouvée par Baghloul (2007) a partir d’un échantillon récolté au mois de
Juin dans la méme région, soit un rendement de 1,69%. Ces résultats pourraient s’expliquer
par le fait quependantla période de floraison lesprincipes actifs sont synthétisés et stockés

dans les feuilles et les sommités fleuries(Boutekedjiret et al., 1999).

Plusieurs autres facteurs pourraient influencer le taux de rendement comme le stade de

croissance, les conditions pédoclimatique, le séchage...

3. Caractérisation des extraits

3.1.  Analyse par HPLC

Les différents extraits ont été analysés par les chercheures afin de comparer leurs
profils chromatographiques et d’obtenir une information sur la composition de ces extraits en

polyphénols en comparaison avec les différents standards.

Les résultats de 'analyse par HPLC réaliser par Athamena (2008) montrent la présence de la
catéchine et de la rutine dans les extrait de méthanol du romarin, de plus I’absence de la
quercétine dans I’ensemble des extraits. De méme, Justesen et al.,(2001) ont révélé 1’absence

de la quercétine dans les extraits méthanoliques du romarin.
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Wollinger et al., (2016) ont rapporté que les principaux antioxydants présents dans les
extraits du romarin sont I'acide rosemarique, le carnosol, le gemfibrozil et 'acide carnosique
(Figure 08). Ils ont montré que l'extrait aqueux a une faible rétention polaire, alors que
'acétone extrait des substances moins polaires avec des temps de rétention plus élevés et
l'extrait de méthanol prés d’une combinaison des deux. Les autres antioxydants présents dans

les extraits sont le rosmanol et le méthyl carnosate.
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Figure 08: Analyse HPLC des extraits des feuilles du romarin par différents solvants (eau,
methanol et acétone). Pic:(1) acide rosemarique; (2) carnosol; (3) gemfibrozil; (4) acide

carnosique (Wollinger et al., 2016).
3.2. CG-SM des huiles essentielles

Les huiles essentielles obtenues n’ont pas la méme composition,il existe une
différence relativement importante. Les résultats obtenus par 1’analyse chromatographique
(CPG/SM) du romarin de la région de Hammamet rapporté par Boutabia et al, (2016)
indiquent que I’huile essentielle de 1'échantillon de Draa Hammam contient 20 composants
chimiques. Par ailleurs, la composition montre nettement que le 1,8 cinéole est le chémotype

majoritaire des huiles essentielles.
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L'é¢tude menée par Boutekedjiret et al.,(1998) indique que les huiles essentielles du
romarin des Biban de la région de Bordj Bou Arreridj, sont dominées par un chémotype

spécifique qu'est le 1,8 cinéole. Ce qui concorde avec les résultats de Boutabia et al., (2016).

D'aprés Fahim et al., (1999) les résultats obtenus par 1’analyse chromatographique
(CPG/SM) du Rosemarinus officinalis L. indiquent que I’HE contient trente-neuf composants
volatils quantifiés, dont seulement dix composants ne sont pas identifiés. L'acétate de bornyle
¢tait le principal composant (20,9%) tandis que le B-pinéne était le mineur (0,1%). La
présence de méthyle eugénol (5,46%) dans I’HE estrapportés pour la premiére fois ces
chercheurs. Ces résultatssont en accord avec ceux de Join et al.,(1991), qui ont rapporté une

concentration de 25,2% pour l'acétate de bornyle.

Les composants identifiés étaient classés en sept classes chimiques principales;
monoterpenes (3,4%), phénols (4,1%), sesquiterpénes (9%), éthers monoterpénoides (10,9%),
cétones monoterpénoides (18,67%), alcools monoterpénoides (23,8%) et les monoterpénoides

esters (24,8%).
4.  Activité antioxydante

La détermination de I’activité antioxydante (capacité ou potentiel) des divers
échantillons biologiques est généralement basée sur 1’inhibition d’une réaction particuliére en

présence d’un antioxidant (Bousbia,2011).
4.1. Test au DPPH

Les activités de piégeage des radicaux DPPH sont présentées dans termes des valeurs
ICso qui signifiant la concentration d'antioxydant, ou d'extrait, nécessaire pour diminuer (de
50%) la concentration initiale du substrat, est un parametre largement utilisé pour mesurer

l'efficacité antiradicalaire (Genena, 2008).

La valeur de Clsp = 15,73 pg/m La été déterminée pour 1'extrait d'éthanol (Genena, 2008). Les
résultats de I’activité antiradicalaire des extraits du romarin réaliser par Athamena (2008) sont
en accord avec ceux obtenus par Almela et al.,(2006) et Makhloufi (2010) qui est de ICsp = 86
ng/mL pour I'HE de romarin.

28



Chapitre V: Résultats et discussion

Le potentiel antioxydant des extraits est plus ¢€levé que celui des HE (Makhloufi,

2010).

4.2. Test d'ABTS

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique

ABTS, I’absorbance est mesurée a 734 nm.

Le taux estimé de I’activité antiradicalaire pour 1’extrait éthanolique du romarin
rapporté par Wojdyto et al.,(2007) est de Clso= 38,7 £ 0,11 pg/mL. Dorman et al. (2003) ont
trouvé une activité antiradicalaire de 14,1 £ 3,8 pg/ml. En outre, Tawala et al.,(2007) ont

rapporté que 1’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique est de 274 + 1,4 ug/ml.
4.3. Test au FRAP

Dorman et al.,(2004), noter que tous les extraits possédaient la capacité de réduire le
fer (III) et le faisaient en de manicre linéaire en fonction de la concentration dans la gamme de
concentrations utilisée dans leur étude, et sont donc capable de donner des électrons. Cette
propriété suggere que le les extraits peuvent agir comme des terminateurs de chaine de
radicaux libres, transformant espéces radicalaires réactives en produits non radicaux plus
stables.Les extraits aqueux ont été¢ €valués pour leur capacité a concurrencer ferrozine pour
les ions fer (II) en solution libre. Les extraits aqueux ont démontré une capacité a chélater les

ions fer (II) de maniére dose-dépendante (Dormanet al., 2004).

Les facteurs qui pourraient expliquer la différence entre les résultats obtenus par les
chercheurs sont la qualité¢ de la plante, son origine géographique, les conditions climatiques,

la date de récolte et la durée de stockage (Cavero et al., 2005).

5. L'activité antimicrobienne

5.1. L'activité antibactérienne

D'apres les résultats de Genena et al.,(2008), les extraits de romarin ont un effet
inhibiteur sur la croissancedes bactéries a Gram négatives. Pour les bactéries a Grampositives,
les extraits sont devenus plus efficaces avec l'augmentation du temps d'extraction pour S.
aureus, et le contraire a €té observé pour B. cereus. Weckesser et al. (2007), indique que les
extraits de romarin présente principalement une activité contre les bactéries a Grampositives

(S. aureus et B. cereus).
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Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité¢ des bactéries Gram (+) par
rapport aux Gram (-) (Guesmi et Boudabous, 2006 ; Bouzouita et al., 2008;Abdullah Ijaz et
al., 2010); Chao et al. (2000), ont expliqué que les bactéries a Gram négatifs sont dotées
d’une couche de peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et une assise externe
constituée de lipopolysaccharides et de protéines. Cette structure peut empécher la prise
d’huiles ou protéger la couche peptidoglycane vis-a-vis des huiles. La membrane externe de
lipopolysaccharides (LPS) des bactéries a Gram négatifs constitue une barriére
d'imperméabilité aux substances hydrophobes.Pour les bactéries & Gram positifs, la couche
peptidoglycane se situe a I’extérieur, permettant ainsi a ces bactéries d’étre plus disponibles a

entrer en contact avec les huiles.

Makhloufi (2010) remarque que I’HE de R. officinalis L. exerce une activité trés
importante, Cet effet est représenté par une activité contreS. aureus ,B .cereus, L.
monocytogenes, E. faecalis, E . colietP. aeruginosa. Makhloufi (2010) trouve que 1’extrait
méthanolique du romarin, a un effet plus €élevé sur E.coli qui est traduit par un diametre de 34
mm avec une concentration de 500mg/ml. Un diamétre de 16,5 mm obtenue avec P.
aeruginosa et B. cereus par la méme concentration. Par contre Celiktas et al.,(2005) ont

trouvés que I’extrait méthanolique exerce une faible activité sur les souches testées.

L’effet le plus élevé obtenu par I’extrait aqueux de romarin avec une concentration de
500 mg/l est exprimé par un diametre de 19 mm pour E. faecalis, autant que 1’effet le plus bas
est obtenu avec S. aureus dont le diametre est de 7,5. Par comparaison, on peut constater que

I’extrait méthanolique est plus actif que celle de 1’extrait aqueux. (Makhloufi, 2010).
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede
despropriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications
dansdivers domaines a savoir en médecine et cosmétologie.Ceregaind’intérétvient d’une part
du fait que les plantes médicinales représentent unesource inépuisable de substances
bioactives, et d’autre part les effets secondairesinduits par les médicaments inquiétent les

utilisateurs qui se retournent vers des soinsmoins agressifs pour I’organisme.

C’est dans ce contexte que les chercheurs menent des études qui vise la caractérisation
phytochimique des extraits des plantes médicinales. De nombreux chercheurs ont été

intéressés par les composés bioactif duromarin.

e En ce qui concerne la composition chimique, les travaux indique la présence des
flavonoides, des tanins, les mucilages, des stérols et triterpénes, des saponosides, des
anthraquinones libres, hétérosides cardiotoniques et des catéchols.

e Les résultats de 1'analyse par HPLC montrent la présence de l'acide rosemarique, le
carnosol, le gemfibrozil, 1'acide carnosique, la catéchine et de la rutine dans les extraits
de méthanol du romarin, et I’absence de la quercétine.

e Pour I’activité¢ antioxydante des extraits de romarin,les résultats obtenus révelent que
I’HE a un effet antiradicalaire. L’extrait méthanolique du romarin montre 1’activité
antiradicalaire la plus élevée.

e L’activité antimicrobienne a été évaluée sur plusieurs souches bactériennes, les résultats
obtenus ont montré que: les extraits du romarin ont une activité antibactérienne contre
un nombre de bactéries telle que S. aureus , B .cereus, L. monocytogenes, E. faecalis, E.

coli et P. aeruginosa.
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Résumé

Les plantes sont utilisées depuis I’antiquité par I’homme pour traiter divers maladies. Ces végétaux ont 1’avantage
d’étre constitués d’un éventail de composés potentiels, de structures chimiques variées ayant de nombreuses activités
biologiques. Actuellement, le développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques et la toxicité des antioxydants
synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde végétal et particuliérement dans les plantes aromatiques et

médicinales pour leur richesse en antioxydants naturels comme polyphénols.

Le rendement des extraits et des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. varié de 10 a 25 ml/kg (soit: 1 a 2,5
%).En ce qui concerne les résultats de 1'analyse par HPLC et GC-MS les principaux constituants sont l'acide rosemarique, le
carnosol, le gemfibrozil, et I'acide carnosique. L’activité antioxydante a été évaluée par le biais de 3 méthodes (ABTS, FRAP
et DPPH). Les résultats du test ABTS ont démontré que I’extrait du romarin a un pourcentage d’inhibition de 274 + 1,4 umol
Eq Trolox. Les résultats du test DPPH ont démontré que I’extrait du romarin a un pourcentage d’inhibition égal a 95,66

%avec un ICs5,=17,87 ug/ml.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles a été étudiée vis-a-vis plusieurs souches bactériennes par la
méthode de diffusion sur milieu solide. Cette derniére montre que les extraits et 1’huile essentielle de romarin exerce une
activité antibactérienne remarquable et que les bactéries Gram positives sont plus sensibles a I’action des extraits et I’huile

que les bactéries Gram négatives.

Mots clés: Rosmarinus officinalis L., extraits, huiles essentielles, activité

antioxydante, activité antimicrobienne.

Abstract

Plants have been used since ancient times by humans to treat various diseases. These plants have the advantage of
being made up of a range of potential compounds, various chemical structures with many biological activities. Currently, the
development of bacterial resistance to antibiotics and the toxicity of synthetic antioxidants has led researchers to draw from

the plant world and particularly from aromatic and medicinal plants for their

The yield of extracts and essential oils of Rosmarinus officinalis L. varied from 10 to 25 ml/kg (IE: 1 to 2,5
%).Regarding the results of the analysis by HPLC and GC-MS are dominated by rosemarique acid, carnosol, gemfi broziland
l'acide carnosic acid. Antioxidant activity was evaluated using 3 methods (ABTS, FRAP and DPPH). The results of
the ABTS test showed that rosemary extract had an inhibition percentage of 274 1.4 umol Eq Trolox. The results of the
DPPH test showed that rosemary extract has an inhibition percentage equal to 95.66% with an IC50=17.87 ug/ml.

The antimicrobial activity of essential oils has been studied with regard to several bacterial and fungal strains by the
solid medium diffusion method. The latter shows that extracts and essential oil of rosemary exerts a remarkable antibacterial
activity to that of fungal and that Gram positive bacteria are more sensitive to the action of extracts and oils than Gram

negative bacteria.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., methanolic extract, essential oils, activity antioxidant, antimicrobial activity.



