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Abstract

Rosemary (Rosmarinus officinalis ) is a very abundant species in Algeria. It is a
medicinal plant belonging to the lamiaceae family, used for its various therapeutic effects. Our
work focuses on the study of biological activities, bioactive compounds and the evaluation of
antibacterial activities of the aqueous extracts of the plant. The different tests used in our
experiment have allowed the detection of several bioactive molecules. The results obtained
during this study show that rosemary has very important biological activities. We focused on the

antioxidant and the antibacterial activities.

The different tests used in our experiment allowed the detection of several bioactive
molecules. The resulting yield of the aqueous extract was estimated at 14.47%. Quantification of
polyphenols and flavonoids by staining showed that this extract is rich in these compounds,
455.10 (Blg EAG /mg extract) and 7.33 (Blg EAQ / mg extract), respectively. In addition, the
antioxidant activity was assessed using the DPPH free radical method, and the IC50 was
estimated to be 0.128 (mg/ml) which is close to that obtained by BHT (mg/ml).

The sensitivity of the tested bacterial strains varies according to dilutions and bacterial
nature. The antimicrobial activity of the three bacterial strains (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli) was determined using the agar diffusion method.
The results showed that the extract had activity against gram-positive bacteria (Staphylococcus
aureus) while there was no significant effect on gram-negative bacteria (Pseudomonas
aeruginosa and Escherichia coli), which explains the difference in susceptibility of the tested

bacterial strains.

Rosmarinus officinalis has beneficial biological activities and therapeutic applications in
traditional medicine, and subsequently encourages research into new natural molecules for

investment in various fields such as pharmaceuticals, cosmetics and food, etc.

Key words: antibacterial activity, antioxidant activity, aqueous extract, bioactive

compounds, , Rosmarinus officinalis.



Résumé

Le romarin (Rosmarinus officinalis) est une espéce trés abondante en Algérie, c'est une
plante médicinale appartenant a la famille des lamiacées, utilisée en médecine pour ses divers

effets thérapeutiques.

Notre travail porte sur 1’étude des activités biologiques, composés bioactifs et activité
antioxydant ainsi que 1’évaluation des activités antibactériennes de 1’extrait aqueux de la dite

plante.

L'ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude montre que le romarin posséde
des activités biologiques trés importantes. On s’est basés sur [’activité antioxydant et

antibactérienne.

Les différents tests utilisés dans notre expérimentation ont permis la détection de plusieurs
molécules bioactives. Le résultat de rendement de I'extrait aqueux a été estimé a 14.47 %. La
quantification des polyphénols et des flavonoides par coloration a montré que cet extrait est
riche en ces composés , 455.10 (Rlg EAG/mg d'extrait) et 7.33 (Blg EAQ / mg d'extrait),
respectivement. En plus de l'activité antioxydante utilisant la méthode des radicaux libres DPPH,

I'IC50 a été estimée a 0.128 (mg/ml) qui est proche de celle obtenue par le BHT (mg/ml).

La sensibilité des souches bactériennes testées varie selon les dilutions et la nature bactérienne.
I'activité antimicrobienne des trois souches bactériennes (Staphyloccocus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli ) a été déterminée en utilisant la méthode de diffusion sur gélose.
Les résultats ont montré que l'extrait avait une activité contre les bactéries gram-positives
(Staphyloccocus aureus) alors qu'il n'y avait pas d'effet évident sur les bactéries gram-négatives
(Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli), ce qui explique la différence de sensibilité des

souches bactériennes testées.

Cette plante a des activités biologiques bénéfiques sur des applications thérapeutiques
de la médecine traditionnelle, et ultérieurement encourage la recherche de nouvelles molécules
naturelles visant a investir dans divers domaines tels que pharmaceutique, cosmétique et

alimentaire...etc.

Mots clés : activité antibactérienne , activité antioxydante, composés bioactifs, extrait

agueux, Rosmarinus officinalis.
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SOD : Superoxyde dismutase
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Introduction

Introduction :

Depuis le moyen &ge, les plantes médicinales sont largement utilisées pour leurs
propriétés particulierement bénéfiques pour la santé humaine. Elles correspondent a des produits
issus de la phytothérapie traditionnelle et moderne. Les plantes sont rarement utilisées toute
entieres, le plus souvent on utilise une ou plusieurs de ses parties qui peuvent avoir chacune une
utilisation différente. En plus de leurs propriétés médicamenteuses, ces plantes peuvent avoir des

usages alimentaires ou condimentaires ( Ducourthial, 2016).

Selon ’OMS, 14 a 28% des plantes dans le monde sont répertoriées comme ayant un
usage médicinal ( Padulosi et al., 2002). Des enquétes réalisées au début du XXI®™¢ siécle
révelent que 3 a5 % des patients des pays occidentaux, 80 % des populations rurales des pays

en développement et 85 % des populations au sud du Sahara utilisent des plantes médicinales

comme principal traitement ( Najjaa et al., 2011).

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’especes radicalaires
de I’oxygene (ERO) et les capacités cellulaires antioxydantes. Les ERO ont longtemps été
considérées comme des sous-produits toxiques du métabolisme normal de 1’oxygéne et
impliquées dans de nombreuses pathologies. Les effets des radicaux libres en biologie sont
maintenant bien documentés. Non seulement les organismes vivants se sont adaptés et coexistent
en présence de radicaux ERO mais ils ont également développé des mécanismes pour les utiliser

a leur avantage ( Migdal et Serres, 2011).

Les bactéries sont responsables de plusieurs maladies. Leur résistance aux antibiotiques
est de plus en plus prononcée. Pour arréter ce processus de synthése-résistance, il est nécessaire
de chercher une autre approche afin de diminuer ou d’¢éliminer les affections sans ’utilisation
des produits synthétiques, donc il est évident de trouver des solutions par I’utilisation des

molécules bioactives qui sont a base de plantes (Vanden-Berghe et Vlietinck, 1991).

La situation est davantage plus préoccupante a cause de 1’apparition des souches de
micro- organismes antibiorésistants et 1’émergence des infections non communes qui
compromettent les traitements a I’aide des médicaments existants. Face a ces nombreux
obstacles que présente I’utilisation des antibactériens disponibles, il est indispensable de
chercher de nouvelles substances antibactériennes efficaces et a large spectre d’action (Biyiti et

al., 2004).

Il existe un nombre incroyable de plantes médicinales dans le monde. L’Algérie est un

pays trés riche en ces plantes, qui poussent généralement a 1’état spontané (Baba Aissa, 1991).
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Introduction

Nous nous sommes intéressés dans notre étude a une espéce particuliere de la famille des
lamiacés (labiées), trés connue de par le gobe, étant largement utilisée comme épice mais aussi
comme extrait a fort pouvoir antimicrobien entre autre et pharmacologique a savoir le Romarin
« Rosmarinus Officinalis », en arabe ¢ IKLIL ELDJABEL’.

Le nom « romarin » viendrait du latin « ros marinus » (rosée de mer) ( Scheler, 1988) ou
bien du grec « rhops myrinos » (buisson aromatique) ( Genaust, 1996) ou encore du latin « rhus
marinus » (sumac de mer) ( Rameau et al., 2008) . On l'appelle également « herbe-aux-
couronnes » ( Max, 2008 ). Le nom scientifique tend a étre modifié en Salvia Rosmarinus depuis
2017, car I’espece a été reclassée dans le genre Salvia. Cette plante est souvent utilisée
efficacement par les tradipraticiens dans le traitement de diverses maladies infectieuses
(Beloued, 1998).

Le but de notre travail est d’évaluer I’activité antioxydante et antibactérienne de I’extrait
aqueux du romarin’ Rosmarinus officinalis ’ sur trois souches de bactéries : (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) et estimer la quantité des acides

phénoliques qu’il contient.
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Partie bibliographique Chapitre I : Propriétés biologiques de Rosmarinus officinalis

Chapitre I. Propriétés biologiques de Rosmarinus officinalis.

I.1. Les plantes médicinales et la phytothérapie :

1.1.1. Généralités :

Les plantes médicinales et aromatiques sont répandues et utilisées par ’homme depuis
I’antiquité. De nos jours leur utilisation a pris une entité considérable dans les industries de
parfum, produits cosmétiques et pharmaceutiques. Les plantes sont la source principale de
substances actives ou au moins 35 000 especes sont utilisées dans le monde. L’ Algérie avec sa
diversité de climats et de sols, sa situation géographique et ses reliefs, présente une flore de 3510
espéces dont 450 sont répertoriées dans les hauts plateaux et le grand sud du pays (Quezel et
Medail, 1995).

Le romarin fait 1’objet de recherches dans les domaines pharmaceutique et
agroalimentaire. Il posséde des effets bioactifs tels des propriétés anti-inflammatoires et
antispasmodiques ( Gianmario et al., 2007) et d’excellentes propriétés anti-oxydante et
antimicrobienne (Jones, 1998, Thoresen et Hildebrand, 2003). Il contient comme toutes les
plantes aromatiques et médicinales des composés chimiques ayant des propriétés
antibactériennes. L’utilisation de ces molécules a base de plantes peut présenter de nombreux

avantages par rapport aux produits de synthese actuels.
1.2. Definition des plantes médicinales :

Les plantes médicinales sont définies comme étant des drogues végétales au sens de
la pharmacopée européenne dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses.
Une drogue végétale est une plante ou une partie de plante, utilisée soit le plus souvent sous

forme desséchée, soit a 1’état frais ( Ducourthial, 2016).

Des traces d’utilisation des plantes ont été retrouvées 5 000 ans avant Jésus Chris. En
Chine, en Mésopotamie et en Egypte, tablettes cunéiformes et papyrus témoignent du recours
aux plantes. Dans le monde occidental, les observations cliniques des effets des plantes par

Hippocrate marquerent I'intérét pour ces remedes ( Nicolas, 2003).
1.3. Définition de la phytothérapie :

La phytothérapie désigne le traitement thérapeutique fondé sur les extraits de plantes et
les principes actifs naturels, dans le but de guérir, soulager ou prévenir une maladie ( Mills et
Bone, 2000).

On distingue deux entités différentes :
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Partie bibliographique Chapitre I : Propriétés biologiques de Rosmarinus officinalis

1.3.1. La phytothérapie traditionnelle:

Qui reprend des usages ancestraux, empiriques et se consacre aux effets de la plante dans
sa globalité, et sur tout l'individu, en utilisant des préparations domestiques (consultations
d'herboristes, achat de remeédes..), administrées essentiellement par voie orale
(tisanes, infusions, poudres) (Mills et Bone, 2000). Cette médecine non conventionnelle est I'une
des formes de traitement les plus anciennes qui continue a jouer un role important en Afrique,

en Asie et en Amérique latine par I'usage de plantes médicinales ( Singh et Ernst, 2014).
1.3.2. La phytothérapie moderne:

Ou phytothérapie rationnelle, ou encore phytothérapie médicale , qui utilise des méthodes
modernes d'extraction des principes actifs contenus dans les plantes médicinales, et valide leurs
propriétés bénéfiques pour la santé par wune approche scientifique d'analyses
biochimiques et pharmacologiques (Dey-Sarker et Nahar, 2018), ainsi que par des essais
cliniques ( Schulz et al, 2012).

1.4. Le stress oxydatif :

Le stress oxydatif appelé aussi stress oxydant, est un type d'agression des constituants de la
cellule, apparaissant quand des especes réactives oxygénées (ROS) et/ou des espéces réactives
oxygénées et azotées oxydant pénétrent la cellule ou s'y forment. Ces molécules sont instables et
tres cytotoxiques car elles oxydent d'autres molécules en leur soustrayant un électron ce qui les
rend instables ( Gutierrez, 2019).

ique
Dés’equ‘\\'\bre patho\og q

Enzymes antioxydantes
Cofacteurs : Zn, Se

Espéces réactives de I'O, Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie

Metaux lourds : Fe, Cu

: Antioxydant
Facteurs environnementaux

Oxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 1: Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydant (Reuter, 2010).
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1.4.1. Origine du stress oxydatif :

Le stress oxydatif est induit par divers stress cellulaires biotiques et abiotiques (attaque de
pathogenes, stress hydrique, thermique, exces de salinité...) ( Gutierrez, 2019).

Il peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogene d'agents pro-oxydants
d'origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition
environnementale & des facteurs pro-oxydants (Tabac, alcool, médicaments, rayons ultraviolets,

pesticides, 0zone, amiante, métaux toxiques) (Magder, 2006).
I.5. Les antioxydants:

1.5.1. Définition :

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux libres
qui sont responsables de nombreuses maladies. 1ls sont des composés qui inhibent ou retardent le
processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des chaines de réactions

oxydatives (Behera et al., 2006).

On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible
concentration comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére significative

I’oxydation de ce substrat (Diallo, 2005).

Certains antioxydants sont fabriqués par le corps comme les enzymes, d’autres
proviennent de I’alimentation qui a une plus grande hétérogénéité comme les vitamines, les
minéraux et les métabolites secondaires (les composés phénoliques). D’autres sont a la fois
synthétisés en faible quantité par I’organisme et apportés par 1’alimentation, c’est le cas de la

cystéine et de la coenzyme.( Pokorny et al., 2001)
1.5.2. Principaux antioxydants :
A. Les antioxydants endogenes :

La production physiologique de I'extrait de R.Officinalis , est régulée par des systemes de
défense composés d’enzymes (SOD, CAT, heme oxygénase, peroxyrédoxine...), de molécules
antioxydantes de petite taille (glutathion, acide urique, bilirubine, ubiquinone, ...) et de protéines
(transferrine, ferritine, ...). Un systeme secondaire de défense composé de phospholipases,
d’ADN endonucléases, de ligases et de macroxyprotéinases empéche 1’accumulation dans la
cellule de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe a 1’¢limination de leurs fragments

toxiques (Pincemail, 2002).
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B. Les antioxydants exogenes :

Toutes ces défenses peuvent étre renforcées par des apports exogénes en médicaments. lls
constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes thérapeutiques
comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les anti-hyperlipoprotéinémiques, les béta-
bloguants et autres antihypertenseurs ont été evalués pour leurs propriétés anti-oxydantes
(Vansant, 2004).

C. Antioxydants naturels :

La vitamine C ou acide ascorbique, la vitamine E ou tocophérol, le sélénium, le R-caroténe,

les flavonoides, les tannins, les coumarines et les phénols sont des antioxydants naturels.
Il existe deux composés antioxydants de référence :

Le B-caroténe:
1,1' - (3,7,12,16 — tétraméthyl — 1,3,5,7,9,11,13,15,17 — octadécanonaéne —
1,18diyl) bis [2,6,6 — triméthylcyclohexene] (Vansant, 2004).

L’hydroxytoluéne butylé ou BHT : L’hydroxytoluéne butylé ou BHT est un additif
alimentaire. Il s’agit du : 2,6-di-tert-butyl4-méthylphénol ou 2,6-Bis (1,1-diméthyléthyl)-4-
méthylphénol. Le BHT est un puissant antioxydant synthétique et controversé. Il semble que trop
peu d'études aient été faites a son sujet. (Vansant, 2004).

1.5.3. Les métabolites secondaires:

En plus des métabolites primaires classiques (glucides, protides, lipides) produits par les
végetaux, ces derniers accumulent fréquemment des métabolites dits secondaires dont la fonction
physiologique n’est pas toujours évidente mais qui représente une source importante de
molécules utilisable par ’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou

’agroalimentaire (Macheix et al., 2005).

On distingue trois principales classes des métabolites secondaires : les Composés

Phénoliques, les alcaloides et les terpénoides et stéroides. Mettons le point sur les premiers.
1.5.3.1. Les composés phénoliques:

Les composés phénoliques sont présents chez tous les végétaux supérieurs. lls
correspondent a une trés large gamme de structures chimiques et sont caractérisés par une
répartition qualitative et quantitative trés inégale selon les espéces considérées, mais aussi les

organes, les tissus et les stades physiologiques ( Macheix, 1996).

Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve chez les

plantes, elles ont un rdle principal a la vie de la plante, et a la défense contre les agents
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pathogénes principalement les moisissures et les bactéries, ainsi qu’a la protection contre les

rayonnements UV (Sarni et Veronique, 2006).

IIs sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est
directement lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels

que : éther, ester, hétéroside...etc.

Les composes phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement
distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues
(Lugasi et al., 2003).

OH

HO S

OH

Figure 2 : Structure de base des composes phénoliques.

A. Classification:

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupes hydroxyle, en plus

d'autres constituants (Salunkhe et al., 1990).
Les polyphénols sont répartis en plusieurs classes :

e Les flavonoides

e Lestanins

e Lesstilbénes

e Les lignanes et les coumestanes
e Autres phytoestrogenes

e Les saponines (triterpenoides)

e Les phytostérols et les phytostanols
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Bien qu'ils ne soient pas des polyphénols, on ajoute ordinairement a cette liste les

isothiocyanates, qui dérivent de I'hydrolyse des glucosinolates (Dacosta, 2003).
B. Biosyntheése :
Les polyphénols sont synthétisés via deux voies biosynthétiques :

e Celle de I’acide shikimique.

e Celle issue de 1’acétate.

De plus la diversité structurale des composeés polyphénoliques due a cette double origine en

biosynthétique est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux

voies dans 1’élaboration de composés d’origine mixte, les flavonoides (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

C. Les acides phénoliques:

Les acides phénols, ou acides phénoliques, sont rares dans la nature. Ce sont des
composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique.
Ils présentent des propriétés biologiques intéressantes : anti-inflammatoires, antiseptiques

urinaire, antiradicalaires, hépatoprotecteurs, immunostimulants (Bruneton, 1999).

Ils se divisent en deux classes : les dérivés de l'acide benzoique (les acides
hydroxycinnamiques) et les dérivés de I'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques)
(Pandey et Rizv, 2009).

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

!
S/ NV

Détoxifiant <—</;,POLYPHENOLS<_‘;:—> Anti-inflammatoire
7 \/\/ =\
/ \ A
VQsodilataTeur Anfi'thrombot‘que
Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 3 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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D. Les flavonoides

L’expression flavonoide a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour désigner
les pigments ayant un squelette (C6 — C3 — C6), provenant du mot latin flavus qui signifie la
couleur jaune (Bouakaz, 2006). Les flavonoides sont responsables de la coloration variée des
fleurs et des fruits. lls sont présents en concentrations élevées dans I'épiderme des feuilles et

représentent une source importante d'antioxydants dans notre alimentation (Loto, 2011).

e Structure chimique des flavonoides :

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, du degré
d'hydroxylation, du degré de polymérisation, des substitutions et des conjugaisons sur le cycle C
c'est-a-dire la présence de double liaison C2-C3 du groupe 3-O, et la fonction 4-oxo (Yao et al.,
2004).

Tous les flavonoides possédent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent
quinze atomes de carbone dans leur structure de base : deux cycles aromatiques A et B a six
atomes de carbones (figure 4 ) liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre

une partie d'un troisieme cycle C (Bruneton, 1999).

Figure 4 : Structure chimique des flavonoides ( Bruneton, 1999 ).
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e Classification des flavonoides :

flavanone flavone

flavan 3-ol ; isoflavone

Figure 5 : Structures des différentes classes de flavonoides (Gamet-Payrastre et al., 1999).

Propriétés biologiques :

e Activité anti-oxydante

e Propriétés pro-oxydantes
e Inhibition enzymatique

e Activiteé anti-tumorale

o Effets cardiovasculaires
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E. Les Tanins

Les tannins sont des substances polyphénoliques de structure variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau. Ces substances ont la propriété de se combiner aux protéines, ce qui

explique leur pouvoir tannant.

Tres répandus dans le régne végetal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on note
une accumulation particuliérement dans les tissus agés ou d’origine pathologique. Ils sont
localisés dans les vacuoles quelquefois combinés aux protéines et aux alcaloides (Alignan,
2006).

Sur le plan structural, ils sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins

condensés (Catier et Roux, 2007).

Figure 6 : Structure des tanins condensé (Catier et Roux, 2007).

0

HO
N
— 0

OH

0

Figure 7 : Structure des tanins hydrolysables (Catier et Roux, 2007).
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1.6. Description de la plante :

Rosmarinus officinalis, ou romarin : est une plante médicinale originaire du bassin
méditerranéen qui pousse a 1’état sauvage sur les terrains calcaires et s’accommode trés bien des
contrées arides et rocailleuses. On le reconnait facilement tout au long de ’année. Les parties
utilisées en phytothérapie sont les feuilles et les sommités fleuries, qui seront séchées, mais aussi
I’huile essenticlle (HE) ( Mouas et al., 2016).

1.6.1. Historique :

1. Le romarin, ou Rosmarinus Officinalis de son nom en latin, trouve son origine en Europe
du Sud, ou il est depuis longtemps utilise comme aromate et plante médicinale
(Rameau, 2008).

Dans I’ Antiquité, les Grecs le dédiaient a la déesse Aphrodite et les Romains le faisaient
braler pour son effet bienfaisant. Plus tard, son effet énergisant fut mis au centre et le romarin
devint un symbole porte-bonheur. Les mariées portaient une couronne de romarin, une branche
¢tait posée dans le berceau des baptisés et I’herbe aromatique accompagnait les morts dans leur
dernier voyage (Rameau, 2008)

Au Moyen-age, le romarin était utilisé comme plante médicinale pour obtenir gloire et
célébrité. Aux temps anciens, cette plante aromatique avait des usages externes a la cuisine : on
I’utilisait contre les rages de dents et les pieds froids, les problémes gastriques, 1’athérosclérose,
les symptdmes d’empoisonnement, la fatigue, les attaques cérébrales et pour la circulation
sanguine. En outre, on se protégeait avec du romarin des mauvais esprits et de la peste aussi.

11 est aujourd’hui principalement cultivé aux Pays-Bas et dans les pays des Balkans ( Rameau
2008).

1.6.2. Origine du nom :
Le Romarin est un arbrisseau qui doit son nom au latin ros, rosée et marinus, marin.

En effet, d’apres la légende, le Romarin est une plante que 1’on retrouvera seulement dans les
régions ou s’étend la rosée venant de la mer, au petit jour. Dans d’autres régions, on le

surnomme "la Rose de mer" en latin Rosa marina qui a donné son nom au genre ( Leplat, 2017).
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1.6.3. Classification :

Figure 9 : photo réelle du romarin utilisé.

du Rosmarinus officinalis (Quézel et Santa, 1963).
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e Classification botanique (Begum et al., 2013):
Régne : Plantae
Sous regne : Tracheobionta
Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus L.

1.7. Principes actifs :

1.7.1. Définition :

Un principe actif est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif
pour I'nomme ou I'animal. Il est contenu dans une drogue végétale ou une préparation a base de
drogue végétale. Une drogue vegétale en état ou sous forme de préparation est considérée
comme un principe actif dans sa totalité, que ses composants ayant un effet thérapeutique soient

connus ou non ( Chabrier, 2010).
La plante contient plusieurs agents actifs responsables des différentes activités, parmi lesquels:

e Huiles essentielles : 1,8 cinéole, alpha-pinene, camphre de romarin (Akroum, 2006)
bornéol ( Ibanez et al., 1999), camphene (Rao et al., 1998).

e Flavonoides : lutéoline, apigénine, quercétine (Akroum, 2008) diosmine (Serra et al.,
2008).

e Diterpénes : acide carnosolique, rosmadial (Akroum, 2006).

e Triterpenes et stéroides : acide oléanolique, acide ursolique (Akroum, 2006).

e Tanins (Hui et al., 2010).

e Lipides : n-alcanes , isolalcanes , alcenes (Akroum , 2006).

e Rosmaricine (Hui et al., 2010).

e Acide rosmarinique (Hui et al., 2010).
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1.8. Activités biologiques

1) Activité antioxydante :

La famille des Lamiaceae a été au centre de la recherche sur les composés antioxydants en
raison de sa forte teneur en polyphénols. De méme, les feuilles de Rosmarinus officinalis sont
couramment utilisées comme condiment pour aromatiser les aliments et comme source de
composés antioxydants connue depuis plus de trente ans, utilisés dans la conservation des

aliments notamment de la viande (Andrade et al., 2018).
2) Activité antimicrobienne :

Les extraits du R. officinalis et ses composants 1,8-cinéole, a-pinéne et B-pinéne possedent
une activité antibactérienne. Ces derniers ont été tres efficaces contre 3 souches bactériennes.
Ces souches sont : Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (Wang
etal., 2012).

a) Caractéristiques des souches bactériennes utilisees :

¢+ Staphylococcus aureus :

Les staphylocoques sont des cocci a gram positif (Nauciel, 2000) qui ont tendance a se

grouper en amas irrégulier a la facon de grappe de raisin (Avril, 2000).
Staphylocoque aureus est un germe aérobie-anaérobie facultatif (Avril, 2000).
¢+ Escherichia coli :

Coccobacile est un bacille gram négatif radio-résistant de la famille des Enterobacteriaceae,
il constitue tout au long de la vie de son hote 1’espéce bactérienne dominante de la flore aérobie

facultative intestinale (Tenaillon et al, 2010).
% Pseudomonas aeruginosa :

Connu sous le nom de bacille pyocyanique, est une bactérie gram négative du genre
Pseudomonas. Les bacilles sont fins, droits et tres mobiles grace a un flagelle polaire. lls
apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles. C'est I'une des bactéries les plus
difficiles a traiter cliniquement ( Mans et Canouet, 2008).
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b) Définition de I’antibiotique :

C’est une substance ayant la capacité de tuer les bactéries (effet bactéricide) ou d’inhiber leur
multiplication (effet bactériostatique). L'action d'un antibiotique contre les micro-organismes est
de nature sélective, certains organismes étant affectés et d'autres peu ou pas du tout, chaque

antibiotique est ainsi caractérisé par un spectre antimicrobien spécifique.

L'action sélective d'un antibiotique se manifeste également contre les cellules microbiennes
par rapport aux cellules hétes. Les antibiotiques varient grandement dans leurs propriétés
physiques et chimiques et dans leur toxicité pour les animaux. Les antibiotiques synthétiques

sont habituellement des analogues ou des dérivés d’antibiotiques naturels (Laskin et al., 2003).
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Figure 10 : Différents types de résistance aux antibiotiques (Duval et Cossart, 2019).

3) Activité anti-obésiteé :

L’extrait de romarin empéche la prise de poids en limitant l'absorption des lipides dans
l'intestin. Cela a ¢été rendu possible par l'inhibition de I’activité de la lipase pancréatique et
encore inhiber la synthése des lipides par la suppression du diacylglycérol acyltransférase
(DGAT), la principale enzyme responsable de la production de triglycérides. L’acide carnosique

inhibe I'adipogenése, cette inhibition peut favoriser une perte de poids (Rafie et al., 2017).
4) Activité anticancéreuse :

Le romarin a affiché une importante activité antiproliférative contre plusieurs cellules
cancereuses humaines ou les principaux composés de I'extrait de R. officinalis comme I’acide
carnosique, le carnosol et I’acide rosmarinique ont induit l'apoptose de ces cellules cancéreuses a

travers la production d’oxyde nitrique (Rafie et al. 2017).
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5) Activité insecticide :

L’utilisation des extraits de plantes comme insecticides est connue, depuis longtemps,
comme meilleurs alternatifs aux insecticides chimiques car respectueux de I'environnement et
biodégradables (Gitaari et al. 2018). En agroalimentaire, les huiles essentielles extraites des
feuilles des plantes aromatiques ont également révélé des propriétés insecticides tres
intéressantes contre une grande variété d’insectes ravageurs des stocks des denrées alimentaires

(Belarouci, 2016).
6) Activité anti-cholinestérasique:

Des extraits aqueux et méthanoliques de 11 plantes utilisés dans la médecine traditionnelle
chinoise pour I’amélioration de la mémoire ont été examinés pour évaluer leurs activités

inhibitrices d’acétylcholinestérase en utilisant la méthode colorimétrique d’Ellman.

L’extrait méthanolique du Romarin a montré une inhibition modérée (17%) de I’enzyme a une

concentration de 0.1% (Adsersen et al, 2006).
7) Activité hypo-glycémiante :

Les observations aprés 1’administration orale de différentes doses de 1’extrait éthanolique du
Romarin a 3 groupes de lapins (lapins ayant une glycémie normale, lapins ayant une
hyperglycémie provoquée par I’administration oral du glucose, lapins diabétiques) ont clairement
montré que cet extrait exerce une activité hypoglycémiante remarquable a une dose de 200
mg/kg (Bakirel et al., 2008).

8) Activité hépato-protectrice :

De nombreuses études ont été réalisées pour étudier 1’effet anti hépatotoxique du Romarin, le
travail a été concentré pour 1’évaluation de I’efficacité de I’extrait méthanolique du Romarin
pour normaliser certains parametres histologiques et biochimiques du foie, aprés I’ingestion
d’une hépato toxine  le tétrachlorure de carbone ‘(CCLa4). les résultats ont indiqué que cet extrait
a empéché la peroxydation lipidique (I’information, la nécrose, normalisé les taux de la
bilirubine, le glycogene et I’activité du 1’alanine amino-transférase) et enfin a augmenté I’activité
du glutathion-S-transférase (GST) (Marie et al, 2004).

9) Activité sur le systéme nerveux :

L'administration d'huile de romarin, a la fois par inhalation et par voie orale, stimule I'activité

du systeme nerveux central, respiratoire et locomotrice chez la souris (Kovar, 1987).
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L'extrait alcoolique de R.O a montré une activité antidépressive sur la nage forcée et les tests
d'immobilité de la souris (Matsunaga, 1997). Le romarin serait donc recommandé pour traiter

les divers cas d’asthénie et de fatigue intense.

10) Activité sur la circulation sanguine et sur la coagulation :

L'utilisation d'huile de Romarin dans un bain stimule la circulation dermique et améliore
I'némodynamique pour les problemes d'occlusion artérielle (Rulffs, 1984). Les extraits de la
plante ont des activités anticoagulantes qui peuvent diminuer le risque de la formation de caillots

dans les vaisseaux sanguins ( Boucheloukh et Kadja, 2019).
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Chapitre Il. Matériels et méthodes

Notre travail a été realise au laboratoire de microbiologie et de biochimie, université
Mohamed Boudiaf, M’sila, Algérie.

I11.1. Matériel

11.1.1. Matériel Végeétal:

La partie aérienne de Rosmarinus officinalis. a été récoltée au mois de juin 2021 dans la
région de Tessala Lemtai, municipalité affiliée régionalement au district de Bainen, dans
I’extréme nord de la wilaya de Mila dans I’est de I’ Algérie. La commune se caractérise par un
caractere agricole montagnard, froid en hiver et modérément chaud en été, notamment au nord
de la commune. Les parties récoltées sont débarrassées des impuretés puis séchées a l'abri du

soleil, et déposées dans un endroit sec, ventilé et ombragé.
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Figure 11 : photo réelle est localisation GPS de Tessala Lemtai.

11.1.2. Matériel Biologique :

Le matériel utilisé au laboratoire « appareillage, verrerie et réactifs » est énuméré dans

I’annexe 1.
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11.2. Méthode:

11.2.1. Méthode d'extraction:

11.2.1.1. Préparation de I’extrait:

L'extrait aqueux de la partie aérienne de Rosmarinus officinalis, est obtenu a partir de la
méthode de décoction. Cette derniére a été préparée selon Chevallier (2001). Ou 10g de I'extrait
de plante est mis dans 250 ml d'eau distillée jusqu’a ébullition (100°C) dans un bécher pendant
15 a 20 minutes, puis refroidi avant d'étre filtre, a l'aide d'une passoire et de papier wattman

(deux fois).

La poudre obtenue aprés la décoction a été réservée et mise a 1’abri jusqu’a utilisation.

Le rendement en extrait sec exprimé en pourcentage est calculé d’apres la formule suivante :
RDT% = M extrait /MO0 échantillon x 100

RDT% : rendement en pourcentage, M : poids de I'extrait sec (g) MO: poids de I’échantillon en poudre (g)

A: décoction B: filtration

Figure 12 : La préparation de I'extrait.

11.2.2.Dosage colorimétrique (spectrophotométrique) :

11.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la

méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Ce dosage
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est basé sur la quantification de la concentration totale des groupements hydroxyles préesents

dans I'extrait.

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Skinkard et Singleton (1977) en y
apportant quelques modifications. Brievement, dans des tubes a essai, un volume de 0.1ml de
I'extrait a été ajouté, et leur volume complété a 4.5ml d'eau distillée pour donner un mélange de
4.6 ml, apres on a rajouté un mélange de 0.1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 3 fois par
de I'eau distillée) et 0.3 ml d'une solution de carbonate de sodium a 2%. Les tubes sont agités et
conservés pendant 2heures. L'absorbance est lue a 760 nm par rapport a un blanc contenant
0.1ml de solvant d'extraction, a l'aide d'un spectrophotométre UV-Vis Shimadzu 1240
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon). Une courbe d'étalonnage a été réalisée en paralléle dans

les mémes conditions opératoires en utilisant I'acide gallique.

Les données ont été présentées comme la moyenne d'analyse en 3 répétitions :

0,3 4

0,25 - y = 0,049x + 0,086 T
R2=0,993 T

0,15 -

Absorbance at 760nm

0,05 -

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Concentration mg/ml

Figure 13 : Courbe standard de I'acide gallique pour la détermination des polyphénols totaux
(Moyenne + SD).
11.2.2.2. Dosage des flavonoides totaux:

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la formation
d'un complexe tres stable, entre le chlorure d'aluminium et les atomes d'oxygene présents sur les

carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika, 2005).
Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par skanaka et al.,( 2005).

Dans un tube a essai, 0.25 ml d'extrait ou d'étalon, ou d'eau distillée pour le témoin, on été
mélangés avec 1.25 ml d'eau distillée, suivi par I'addition de 0.75 ml d'une solution de NaNO, a

5%. Aprés 6 minutes, on a ajouté 150 ml d'une solution ALCL3 a 10%, et on a laissé reposer le

24|Page



mélange pendant 5 minutes. Un volume de 0.5 ml de M NaOH a été additionné au milieu, et le
mélange a été complété a 2.5ml avec l'eau distillée et bien agité. L'absorbance est lue

immédiatement a 510nm.

La solution de quercétine a été préparée avec des solutions filles préparées elles méme a

partir de la solution mére.

Quercetine

07
0,6 y=0,111x + 0,036

Absorbance a
510nm

-0,2

Concentration mg/ml

Figure 14 : Courbe standard de le quercétine pour la détermination des flavonoides totaux.

11.2.2.3. Dosage des tanins:

La teneur en tanins a été estimée par la méthode de Bate-Smith (1973). Un volume
d'extrait végétal a été dilué pour obtenir une concentration en polyphénols totaux d'environ
500 Blg/ml et mélangé avec un volume égal de sang de mouton hémolysé (absorbance égale a
1.6). Apres 10 minutes cette solution a été centrifugée pendant 20 minutes et I'absorbance du
surnageant a été mesurée a 576nm. L'efficacité de la précipitation des solutions testées est

exprimée en g d'équivalent acide tannique/g d'extrait.
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Figure 15 : Courbe standard de I'acide tannique pour la détermination des tanins totaux.
(Moyenne £ SD).
11.2.3.Activité antioxydante :
11.2.3.1. Test au DDPH :
e Principe :

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par un composé a
propriété anti-radicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la couleur est
proportionnelle & la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(Sanchez-Moreno,2002).

On peut résumer la réaction sous la forme de I’équation de DPPH:
DPPH* + (AH) - DPPH — H(A)n

(AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet)

pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) (Brand-William et al.,1995).

Selon (Gulluce et al., 2003), préparer 50uL de différentes concentrations des extraits
sont ajoutés a 5ml de solution de DPPH de concentration 0.004%. Aprés 30 minutes

d'incubation a température ambiante et dans I'obscurité, la lecture des absorbances se fait au
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spectrophotometre a 517 nm. Le contrble négatif est représenté par la solution méthanolique du

DPPH et le contréle positif est représenté par le BHT.
Inhibition % = (ABS controle - ABS test) X 100 / ABS controle.
Avec :
ABS controle: Absorbance de contrdle a une longueur d’onde de 517nm;
ABS test: Absorbance de I’échantillon a une longueur d’onde de 517nm.

(Galltice et al, 2010) ( Burits et Bucar, 2000)

AQ RO

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10

Inhibition%

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Cint mg/ml

Figure 16 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de différentes concentrations de
’extrait de Rosmarinus officinalis.
11.2.3.2. Matériel microbiologique :

Les souches microbiennes (tableau 1) ayant fait I’objet de cette étude ont été fournies par
le laboratoire de microbiologie du département de microbiologie et de biochimie au sein duquel

nous avons réalisé cette partie de notre travail, a savoir le test antibactérien.
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Tableau 1 :Principales caractéristiques des souches bactériennes testées (Fauchére et Avril, 2002 ).

Famille Micrococcaceae Enterobacteriaceae Pseudomonadaceae
. Staphylococcus o ) Pseudomonas
Genres et especes Escherichia coli )
aureus aeruginasa
Origine ATCC 22923 ATCC 22922 ATCC 27853
Gram + - -
Formes et mobilité Cocci Immobile Bacille Mobile Bacille Mobile

Aérobie facultatif

Aérobie facultatif

Caractéres Aérobie strict
o Catalase+, oxydase- Oxydase-, lactose+
biologique oxydase+
Coagulase+ Indole+
Commensale des
téguments et des
Habitat Peau et muqueuses Tube digestif muqueuses de

I'homme et des

animaux.

Pouvoir pathogeéne

Infections pyogénes

graves.

Infections urinaires et
gastro-entérites

infantiles.

Infections

nosocomiales.

ATCC : American Type Culture Collection

Tableau 2: Les antibiotiques utilisés pour I'activité antimicrobienne.

Antibiotiques

Nom Abréviation Dose
Streptomycine S 10ug/disque
Gentamicine GEN 10pg/disque
Colistine sulfate CS 10pg/disque
Cefazoline CZL 30ug/disque
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11.2.3.3. Test antibactérien :
Princeps de L'antibiogramme :

L'antibiogramme est une technique de routine d'analyse médicale. Il est réalisé lorsque I'examen
bactériologique d'un prélevement biologique a mis en évidence la présence de bactéries.
L'antibiogramme permet alors de déterminer si une bactérie est résistante ou sensible a tel ou tel
antibiotique testé. Grace a ces résultats, le medecin pourra prescrire le traitement le plus adapté
et efficace pour traiter I'infection bactérienne (Cluzel, 1996).

L'évaluation des activités antibactériennes a éte réalisée par la méthode de diffusion en gélose
dite methode de diffusion sur disques (Rahal, 2006).

a) Stérilisation du matériels :

L’eau distillée, le tube a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes et les
disques en papier vierge (6 mm de diameétre) enrobés dans du papier aluminium ont été stérilises

a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
b) Préparation des pré-cultures microbiennes :

Les souches bactériennes conservées ont été ensemencées dans des tubes a essai
contenant du bouillon nutritif puis incubées a 37°C pendant 24heures, afin de stimuler leur
développement. Apres croissance bactérienne, ces souches ont été repiquées sur une gelose

nutritive coulée en boite de Pétri puis incubées a 37°C pendant 24heures (Neggaz, 2010).
c) Ensemencement du milieu de culture en boites de Pétri et dépbt des disques :

On prend un petit échantillon d'inoculum bactérien standardisé qui est déposeé et étalé sur la
surface du milieu de Muller Hilton. Un mouvement circulaire en forme de huit (8) permet de
bien répartir la suspension bactérienne sur toute la surface du milieu. Le liquide en excés est

aspiré avec une pipette Pasteur stérile (Neggaz, 2010).

A l'aide d'une pince stérile, 3 disques de 9mm de diametre, imprégnés de 30uL des 3
concentrations de I'extrait aqueux a 200, 400 et 600 mg/ml de ’EQRO a tester, sont
respectivement déposés sur la surface du milieu ensemencé. Les disques déposés dans les
cultures témoin (3 boites) sont imprégnés uniquement d'eau distillé (solvant). Les boites sont

incluses pendant 24heures (Neggaz, 2010).

e Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm
e Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm
e Tres sensible (++) : diameétre compris entre 15 a 19 mm

e Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm. (Benkiki, 2006).
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11.3. Etude statistique :

Toutes les expériences ont été réalisées en triple. Pour chaque test ou méthode, les
moyennes et les écarts type des essais ainsi que les représentations graphiques ont été realisées

par le logiciel Excel 2010.
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Chapitre I11. Résultats et discussion

I11.1. Rendement de I'extrait de Rosmarinus officinalis :

L'extraction par la méthode de décoction permet d'obtenir un extrait aqueux a partir de la

poudre de la plante aérienne de Rosmarinus officinalis.

Tableau 3 : Aspect, couleur, et rendement d'extrait de Rosmarinus officinalis.

Extrait Aspect Couleur Rendement

Agueux Poudre Marron foncé 14.49%

La préparation de I'extrait aqueux (EQRO) est faite par la décoction (l'eau distillée
comme solvant polaire). Selon Su et al (2006), la temperature affecte le rendement de
I'extraction (le rendement augmente avec la chaleur), ce qui montre que plus la température est
élevée, plus le processus de pénétration des cellules et la solubilisation des molécules par le
solvant est facile (Albano et Miguel, 2010). La chaleur peut cependant conduire a la dégradation
des molécules thermolabiles (Seidel, 2005), c'est la raison pour laquelle la décoction a été

effectuée pendant un temps réduit.

Dans une étude réalisée par Shama et al (2014) qui a travaillé sur Rosmarinus officinalis
originaire du Soudan, les résultats trouvés pour le rendement de I'extrait aqueux étaient de
24.3%, et une étude réalisée par Dorman et al (2003) ont trouvé que le rendement des extraits
aqueux, originaire de Finlande est égale a 24% .Ces résultats sont supérieurs aux notres qui sont
de I’ordre de 14.49%.

Hoefler (1994) a démontré que le rendement de 1’extraction aqueuse sur la méme espéce
et de lI'ordre de 14.3 % et 16.2% respectivement dans les deux régions : Montrichard et St Arty
/ Caderonne en France, extrait récolté en juin. Et dans une étude réalisée par Tsai et al., (2007),
les résultats trouvés montrent que I’extrait aqueux a donné un rendement de 14.49 % , cela

signifie que notre résultat reste proche de celui de ces travaux.

D’une maniére générale, le rendement de la méthode d’extraction dépend de plusieurs
facteurs tels que le temps d’extraction, la température, ainsi que la localisation géographique,
la période de récolte, le climat et la durée de stockage (SU et al., 2006). Il dépend aussi de
la nature du solvant utilisé (Zhao et al., 2006) et de la méthode d’extraction appliquée (Wojdylo
et al., 2007).
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111.2. Etude Phytochimique:

111.2.1. La caractérisation phytochimique :

Les résultats des études phytochimiques effectuées sur la plante Rosmarinus officinalis.

séche, ont donné les résultats présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 4: le screening phytochimique de la plante Rosmarinus officinalis.

Métabolites Résultats obtenus
Polyphénols +++
Flavonoides +

Tannins +

(+) la présence des métabolites testés.

Selon les résultats, le screening phytochimique de la plante nous a permis de connaitre les

composants majoritaires présents : polyphénols, flavonoides et les tanins.
111.3. Dosage des acides pheénolique :

111.3.1. Dosage des polyphénols totaux :

la méthode de Folin-Ciocalteu a déterminé les polyphénols totaux. Cette quantification
est réalisée a partir d’une courbe d’étalonnage représentant les absorbances des différentes

concentrations de I’acide gallique sachant que le coefficient de corrélation est : R? = 0.993.

Le tableau 5 représente la détermination de la teneur en polyphénols totaux de L'extrait
aqueux (EQRO) qui est de 455.10 + 0.07 Blg EAG/mg d’extrait. Cette valeur est beaucoup

trop élevée. Le résultat montre alors que I'extrait aqueux est trés riche en polyphénols.

Tableau 5 : Teneur en polyphénols totaux d’extrait de Rosmarinus officinalis.

Extrait [C] des polyphénols (ug EAG/mg d’extrait)

Aqueux 455.10+0.07

Des études menees sur les teneurs en composés phénoliques totaux issus de trois regions

différentes de Turquie, variaient entre 70,3 et 147,3 mg EAG /g, sont différentes par rapport a
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nos résultats. La teneur élevée en polyphénols dans I’extrait aqueux est liée a la solubilité élevée

des phénols dans les solvants polaires (Yesil-Celiktas et al., 2007).

Lateneur de I’ EQRO est ici proche a celle rapportée par Erkan et al., (2008) qui est de
162 mg EAG/g, et Ho et al., (2008) quiestde 127 + 3 mg AEG /g, mais assez loin a celle de
Tsai et al.,(2007) qui est de 58.1 + 0.9 mg AEG /g et Tawaha et al., (2007) qui est de
39.1 £ 3.6mg AEG/g.

Perez et al, (2007) ont montré ’effet du traitement de pré-extraction (irradiation
ionisante) et du solvant d’extraction, sur la concentration des composés phénoligques totaux dans

les extraits du romarin.

Par ailleurs, la teneur en polyphénols des feuilles de Rosmarinus officinalis Frangaises
trouvées par Kosar et al., (2005), et par Aljabri, (2020) pour I’extrait aqueux sont faibles par
rapport & notre résultat, avec des teneurs de 200 mg EAG /g et 211 mg EAG /g d'extrait

respectivement.
111.3.2. Dosage des flavonoides totaux :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la quercétine a eté utilisee comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur
d’onde de 576 nm. La teneur de flavonoide de I’extrait a été obtenue a partir de la courbe
d’étalonnage representant les absorbances des différentes concentrations de la quercétine
considérée comme un standard, et déterminée par 1’équation de type : Y = 0,003 x + 0,117

sachant que le coefficient de corrélation est : R2 = 0,996 (figure 13).

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme
d’extrait (ug EQ/mg) (tableau 6).

Tableau 6 : Teneur en flavonoides totaux d’extrait de Rosmarinus officinalis.

Extrait [C] des flavonoides (ug EAG/mg d’extrait)

Aqueux 7.33+0.04

En outre, Tsai et al., (2007) ont également trouvé que I'extrait méthanolique du romarin
contient 60.7+1.1mg /g. Les teneurs rapportées par Ho et Tsai sont trés élevées par rapport a nos
résultats, cette différence trouve probablement son explication dans la différence de la méthode

d'extraction utilisée pour le dosage des flavonoides.

34|Page




Partie Expérimentale Chapitre 111 : Résultats et discussion

Maisuthisakul et al., (2008) ont constaté que la teneur totale des flavonoides des extraits
ethanoliques de 28 plantes, est liée a la teneur des composés phénoliques totaux. De méme nous
avons trouvé que la teneur des flavonoides des extraits du romarin est corrélée significativement

avec la teneur des polyphénols (Rz = 0.996).

Cette différence peut étre aussi expliquée par la méthode d'extraction de la partie aérienne de la
plante (Falleh et al., 2008).

Tsai et al., (2007) ont mentionné que 1’extrait du romarin contient des teneurs trés

élevées en flavonoides ce qui supporte nos résultats.
111.3.3.Dosage des tanins totaux :

Le dosage des tanins a été exprimé en microgramme d'équivalent de I'acide tannique par

gramme de poids sec de I'extrait (Bg EAT /mg Ps).

Tableau 7 : Teneur en tanins totaux d’extrait de Rosmarinus officinalis.

Extrait [C] des tanins (ng EAT/mg d’extrait)

Aqueux 135.91+0.020

La teneur des tanins de notre extrait est de 135.91+0.020ug EAT/mg d'extrait. Ce résultat

montre que I'acide tannique induit une précipitation totale de I'hnémoglobine.

Saima et al., (2015), a mené une étude sur l'activité des tanins a partir de I'extrait
méthanolique de Rosmarinus officianilis et a constaté qu'il est absent dans toutes les parties de la

plante.

On note la présence de tanins, et selon Iserin (2001), ils permettent de stopper les
hémorragies et de lutter contre les infections. Les tanins sont des donneurs de protons aux

radicaux libres lipidiques produits au cours de la peroxydation.
I11.4. Activité biologique de I’extrait :

I11.4.1. Activité anti-radicalaire par la méthode de réduction du radical libre DPPH :

L’activité antioxydante de I’extrait a été évaluée in vitro par la méthode de réduction du
radical libre DPPH. La présence des piégeurs des radicaux libres permet de réduire le DPPH de

couleur violette en DPPH de couleur jaune.
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Les résultats peuvent étre exprimés en utilisant le paramétre 1Csp, qui est défini comme la
concentration du substrat qui cause une perte de 50% de I'activité du DPPH (Markowicz et al.,
2007).

111.4.2. Détermination d’I1C50 :

L’IC50 de BHT et de I’extrait aqueux est déterminée a partir de la partie linéaire de la

courbe des pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration.

Nos résultats exprimés en tant que pourcentage de I'activité anti-radicalaire (figure 15),

révelent que I'extrait testé ainsi que le BHT pris comme référence sont des anti-radicalaires.

Les résultats de 1’action anti-radicalaire de I’ EQRO montrent une ICso de 1’ordre de

0.128 mg/ml. Notre extrait est moins actif que le BHT (0.03 mg/ml).

Tableau 8 : Valeurs d’IC50 d’extrait aqueux et de BHT.

Extrait BHT EAQ (mg/ml)

ICs0 (Mg/ml) 0.031 0.128

La capacité antioxydante des extraits non volatils des plantes étudiées est inférieure a
celle du témoin positif BHT mais a largement un effet, ce qui signifie que ’activité antioxydante
suit un processus radicalaire ( Fadili et al., 2015),

Nos résultats sont inférieurs par rapport a ceux rapporté par Fadili et al., (2015), dont
I’IC50 est de 0,001 mg/ml et 0,05 mg/ml respectivement pour 1’extrait méthanolique et le

standard de 1’acide ascorbique.

Dans une autre étude, Makhloufi (2013) a confirmé le pouvoir antioxydant de cette
plante dans la région Bechar avec des pourcentages d’inhibition de 1’ordre de 80,70 % et 79,62%

pour les deux extraits méthanolique et aqueux respectivement.

En effet, Damak et al., (2008) ont rapporté que la concentration en polyphénols totaux
est corréelée significativement avec la capacité antioxydante évaluée genéralement par le test
DPPH.

On sait que l'activité antioxydante est forte et efficace, c'est-a-dire que la valeur d'ICsq est
faible. Cette activité est déterminée par une diminution de lI'absorbance produite par les
substances anti-radicalaire (Talbi et al., 2015).

36|Page




Partie Expérimentale Chapitre 111 : Résultats et discussion

Les résultats sont en accord avec (Tepe et al., 2006 ; Kivilompolo et al., 2007). En effet
le romarin est une plante qui appartient a la famille des Lamiaceae, qui inclut un grand nombre
de plantes qui sont bien connues pour leurs propriétés antioxydantes, et que la plupart de leurs

composants antioxydants ont été identifiés.

Le romarin fait partie des antioxydants naturels répandus et utilisés en tant qu'une des

épices avec l'activité antioxydante des plus élevées (Peng et al., 2005).

Selon Turkmen et al. (2007) les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces

d'’hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale.

Pendant les 10 dernieres années, le romarin et ses constituants (le carnosol, l'acide
carnosique, I'acide ursolique, I'acide rosmarinique, I'acide caféique) ont été intensivement étudiés
(Slamenova et al., 2002). L’acide carnosique et le carnosol, sont responsables de 90% de
I’activité anti-oxydante du romarin et représentent ensemble environ 5% du poids sec de ses
feuilles (Wei et Ho, 2006, Visanji et al., 2006).

111.5. L’activité antibactérienne:

111.5.1. Test antibactérien :

L’activité antibactérienne a été¢ déterminée en mesurant a I’aide d’une régle le diametre
de la zone d’inhibition, déterminé par les différentes concentrations de I'EQRO autour des

disques.

Les résultats consignés dans le tableau 8 et la figure 16 ont montré que I’extrait aqueux
a une activité inhibitrice seulement sur les souches bactériennes gram (+) et gram (=) a
différentes concentrations (A4: 200, B: 400 et C: 600 mg/ml) avec des diametres de

10 mm, 11 mm, et 12 mm respectivement.

On trouve que le romarin s’est révélé actif contre le Staphylococcus aureus avec une zone

d’inhibition égale a 12mm et inactif contre Escherichia coli.
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Tableau 9 : Les résultats des tests antibactériens.

Concentrations

Cl C2 C3

A: 200 mg/ml B: 400 mg/ml C: 600 mg/ml.
Staphylococcus aureus 10 mm 11 mm 12 mm
Echerichia coli 00 00 00
Pseudomonas
) 00 00 00
aeruginasa

Figure 17 : Les zones d’inhibition de la croissance des 03 bactéries utilisées, induites par 1’extrait de

Rosrmarinus officinalis.

L'activité antibactérienne des extraits aqueux de notre plante était comparable aux
antibiotiques ; GEN (308L/dis),S(1008L/dis), CS (108L/dis), CZL (108L/dis) qui indiquent

leurs effets antibactériens.

Résultats du test de sensibilité aux antibiotiques :

- L’antibiogramme permet de mesurer la capacité d’un antibiotique a inhiber la croissance

bactérienne.
- Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 17 et le tableau 9.

- L’antibiogramme a été réalisé sur trois souches de référence des bactéries vis-a-vis de 4

antibiotiques de différentes familles. La mesure du diametre des zones d’inhibition de chaque
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souche pour chacun des antibiotiques testé permet de caractériser les souches comme étant

sensibles ou résistantes.

Tableau 10 : Diamétres des zones d'inhibition d'antibiogramme des trois souches testées (S. aureus, P.

aeruginosa, E. coli ).

Diameétres des zones d’inhibition (mm)
Les antibiotiques
Controle o
Gentamici Strept ) Colistine Cefazoli
f oot entamicine reptomycine efazoline
Negatif promy sulfate
Les souches (eau (GEN) (S) s) (CZL)
distillée)
Pseudomonas
) 0 31 21 12 0
aeruginosa
Staphylococcus
0 34 24 0 0
aureus
Escherichia Coli 0 30 23 11 0

a) P. aeruginosa b) E. coli c) S. aureus

Figure 18 : Antibiogramme des souches : Pseudomonas aeruginosa , Escherichia coli,
Staphylococcus aureus.

» On observe que les souches bactériennes réagissent différemment a I’antibiotique testé,
on constate que les souches testées présentent une zone supérieure entre 30 et 34 mm cela

explique leur sensibilité a la Gentamicine.

39|Page




Partie Expérimentale Chapitre 111 : Résultats et discussion

» La Cefalozine n'exprime aucune zone d'inhibition sur les trois souches bactériennes
testées, et pour la Colistine sulfate on ne trouve aucune zone d'inhibition sur S. aureus.

Cela veut dire que les souches bactériennes sont résistantes a ces antibiotiques.

Bien que, 1’éthanol et le méthanol fussent les meilleurs solvants que d'autres en extrayant
les composés phénoliques, en raison de leur polarité et de leur bonne solubilité pour ces
composés, les résultats ont prouvé que I'éthanol était le meilleur solvant pour extraire les
composés phénoliques, suivi du méthanol et finalement par de I’eau (Mohsen et Ammar, 2009)

ce qui pourrait expliquer la différence mentionnée ci-apres.

Nous avons constaté une différence on comparant la zone d’inhibition d’Escherichia Coli
ATCC (0.00 mm) obtenue par ’EQRO du romarin avec celle obtenue par I’extrait ethanolique
(16.62 mm) testé par Zhang et al.( 2009).

Nos résultats sont en accord avec les travaux scientifiques de Balouiri (2011).
Mentionnons que I’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis. est inactif sur toutes les souches a

Gram — (E. coli, P. aeruginosa).

I’activité antimicrobienne ne dépend pas seulement de la présence des composés
phénoliques, mais également de la présence de divers métabolites secondaires (Kil et al., 2009),
de I’emplacement et du nombre de groupes d'hydroxyles (Falleh et al., 2008).

Généralement, toutes les plantes de la famille des Lamiaceae connues pour ses composés
phénoliques, ont été prouvé comme étant actifs contre une variété de micro-organismes (Gortzi
et al., 2007).

Plusieurs classes de polyphénols telles que les acides phénoliques, flavonoides et les
tannins servent de mécanisme de défense des plantes contre les micro-organismes, les insectes, et
les herbivores pathogénes (Falleh et al., 2008). Les Polyphénols, les tannins et les flavonoides
comme I’epigallocatéchine, la catéchine, la myricétine, la quercétine, (Shan et al., 2007) et la

lutéoline (Askun et al., 2009) sont des substances antibactériennes importantes.
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Certains constituants du Romarin sont une source importante de composés phénoliques
possédant une bonne activité antioxydante et antimicrobienne. A la lumiére de nos résultats on

ressort avec les points importants suivants :

Nous avons pu détecter plusieurs molécules bioactives via les différents tests de notre

travail.

Le résultat de rendement de 'EQRO a été estimé a 14,47 %, dépendamment de plusieurs
facteurs tels que le temps d’extraction, la température, la localisation géographique, la période de
récolte, le climat et la durée de stockage ainsi que la nature du solvant utilisé et de la méthode
d’extraction appliquée. Nos résultats en comparaison a certaines études étaient proches d’une

étude faite en France, mais inférieures a une autre faite en Finlande.

La quantification des polyphénols , des flavonoides et des tanins a montré que I’EQRO est
riche en ces métabolites. La teneur en polyphénols étant de 455.10 (ug EAG/mg d'extrait), qui
est une valeur beaucoup plus importante que toutes celles qu’on a pu trouver dans les autres

études notamment plusieurs faites en France.

Pour les flavonoides la teneur est de 7.33 (ug EAQ/ mg d'extrait) obtenue a partir la
méthode de trichlorure d’aluminium, utilisant la quercétine comme standard. Nos résultats

étaient inferieurs a ceux publiés utilisant des extraits methaloniques et ethanoliques.

La teneur des tanins de notre extrait est de 135.91+0.020 (ug EAT/mg d’extrait), alors que

ailleurs il a été prouvé qu’ils sont totalement absents dans les extraits methanoliques.

L'activité antioxydante de ’EQRO en utilisant la methode des radicaux libres DPPH,

I'IC50 a été estimée a 0,128 (mg/ml) qui est proche de celle obtenue par le BHT (mg/ml).

La sensibilité des souches bactériennes testées varie selon les dilutions et la nature
bactérienne. L'activité antimicrobienne des trois souches bactériennes (Staphyloccocus aureus,
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli ) a été déterminée en utilisant la méthode de
diffusion sur gélose. Les résultats ont montré que I'extrait avait une activité contre les bactéries
gram-positives (Staphyloccocus aureus) alors qu'il n'y avait pas d'effet évident sur les bactéries
gram-négatives (Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli), ce qui explique la différence de

sensibilité des souches bactériennes testées.

En conclusion, ’EQRO étant doté de tous ces bienfait est jugé d’une grande importance
biologique, nous donnons de belles perspectives d’avenir si on vulgarise son utilisation large tant

dans les domaines thérapeutiques, cosmétiques, et culinaires.
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Annexes :

Annexel:

Appareillage

Etuve

Balance de précise

Spectrophotomeétre

Incubateur

Vortex

Autoclave

Centrifugeuse

Agitateur magnétique

Verrerie : béchers, éprouvettes graduées, tube a essais, micropipette, pipette Pasteur, boite
pétri,

boite en verre, erlenmeyre, entonnoir

Produit Formule brute Fournisseur
Méthanol CH5OH Sigma-Aldrich
Quercetine C15H1007 Sigma-Aldrich
DPZ:S’;;;?:;:;I_L / Sigma-Aldrich
L’eau distillée / /
Chlorure d’aluminium Alcl; Sigma-Aldrich

Carbonate de sodium Na,CO4 Sigma-Aldrich
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Réactif de Folin-Ciocalteu / Sigma-Aldrich
Acide gallique C7HeOs Sigma-Aldrich
Hydroxyde de sodium NaOH Sigma-Aldrich
Sodium nitrate NaNO; Sigma-Aldrich
Mueller-Hinton (MH) / Sigma-Aldrich

Eau physiologique

Na cl

09¢

Eau distillée

100 ml




