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Introduction générale

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent
le principal recours de la médecine de nos grands-parents, malgré I’important
développement de I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de

traiter un grand nombre de maladies souvent mortelles (farnsworth et al., 1986).

Cependant, I’évaluation des propriétes phytothérapeutiques comme antioxydante et
antimicrobienne, demeure une tache tres intéressante et utile, en particulier pour les
plantes d’une utilisation rare ou moins fréquentes ou non connues dans la médecine et les

traditions médicinales folkloriques.

Ces remédes naturels sont bien souvent trés efficaces avec moins deffets
secondaires, mais peuvent néanmoins étre mortels ou toxiques lorsqu'ils sont mal utilisés.
De multiples études, portent sur la recherche de nouveaux constituants naturels tels que
les composés phénoliques, les huiles essentielles qui ont des intéréts multiples mis en

faveur par I’industrie agroalimentaire et pharmaceutique (atik et al., 2007).

Malgré la biodiversité immense du continent africain et de I'Algérie en particulier,
il y aeu peu defforts consacrés au développement des agents thérapeutiques de ces
plantes (Millogo et al., 2005). Une grande partie des recherches actuelles portent sur
I’étude des molécules antimicrobiennes et anti-oxydante (les vitamines, les caroténoides
et les polyphénols). En effet, les métabolites secondaires font et reste I’objet de

nombreuses recherches « in vivo » comme « in vitro » (Hamidi, 2013).

La présente étude a pour objectif la valorisation d’une plante aromatique et médicinale
|locale Rosmarinus officinalis L. L’éude consiste a I’évaluation de I’activité antibactérienne et

antioxydante des extraits de feuilles. Ce travail serepartie en deux parties :

La premiére partie est une synthese bibliographique ou nous apportons des généralités

sur la plante et les composés phénoliques.

La deuxiéme partie est la partie expérimentale qui est consacrée a I’extraction des
composes phénoliques a partir des feuilles de Rosmarinus officinalis, leur dosage et leur effet
antibactérien vis-avis d’Escherichia coli (E. coli) et Saphyloccocus aureus (S. aureus).

Enfin, une conclusion qui résumeratous les résultats obtenus et quel ques perspectives.
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Partiel : Synthése bibliographigue

Les plantes médicinales et aromatiques furent utilisées par I’hnomme depuis I’antiquité. De nos jours
leur utilisation a pris un essor considérable dans les industries de parfum, produits cosmétiques et
pharmaceutiques. Les plantes sont la source principale de substances actives ou au moins 35 000 espéces
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 3 510 especes dont 450 espéces sont répertoriées dans les hauts plateaux et
le grand sud du pays (Quezel et Medail, 1995)

|-1- L es plantes aromatiques

L es plantes aromatiques sont constituées par des organes apportant une odeur et une saveur destinées
a améliorer un bien-étre lors de la dégustation. Il peut sagir soit d'une plante entiere ou d'un organe

particulier (feuilles, fleurs, fruits, bourgeons, grains, rhizomes ou bulbes (Mostafa, 2011).
|-2- Les plantes médicinales

Il s’agit d’une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes
médicinales sont des drogues végétales dont au loin une partie possede des propriétés thérapeutiques
(Farnsworth et al., 1986). Plus de 35.000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins
meédicinales, ce qui constitue le large éventail de biodiversité utilisé par les éres humains (Elgg et al
,2007).

D’apres Babulka (2007) ; les plantes médicinales sont toutes des plantes qui possedent une activité
pharmacol ogique pouvant conduire a des utilisations thérapeutiques, grace ala présence d'un certain nombre
de substances actives dont |a plupart agissent sur |'organisme humain.

|-3- Lafamille des lamiacées (labiées)

D’aprés Bottineau (2010), la famille des lamiacées qui est également connue sous le nom des
labiées, comporte environ 258 genres pour 6.900 espéces plus ou moins cosmopolites ; mais dont la plupart
se concentrent dans |le bassin méditerranéen telles que le thym, la lavande et le romain. Les lamiacées sont
des herbacées ayant la consistance et la couleur de I’herbe, parfois sous-arbrisseaux ou ligneuses. Une
grande partie de ces plantes sont aromatiques riches en I’huile essentielle d’ou leur intérét économique et
meédicinal.

Les labiées dans les régions arctiques et en hautes montagnes, c’est une famille exceptionnellement

homogene et extrémement facile a reconnaitre (Guignnard, 1983).
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Partiel : Synthése bibliographigue

|-4- Présentation dela plante &udiée: Leromarin « Rosmarinus OfficinalisL. »
|-4-1- Historique

Faure Alphonse rapporte que le romarin est connu depuis la plus haute antiquité, et utilisé dans les
cerémonies religieuses. A Rome, lorsqu’on fait un jardin, c’est pour y installé des plantes a parfum dont le

romarin.

Au moyen &ge, on est trés sensible aux vertus des plantes. Platarius cite le romarin dont les fleurs et

feuilles sont séchées en plein solell.

Lieutaghi insiste sur ses propriétés médicinales et « L’eau de la reine de Hongrie » fut une réussite

commerciae.

Aujourd’hui le romarin est un aromate culinaire et fournit une huile essentielle encore recherché par

I’industrie des parfums (Gilley, 2005).
|-4-2- Etymologie
Romarin ;: Rosmarinus officinalis L.

In Ait youcef (2006), le romarin appartient au genre Rosmarinus L. et a la famille des Labiacées.

Elle peut avoir différentes appellations :

v Frangais: Romarin, Encensier, Herbe aux couronnes, Herbe des troubadours
v’ Berbére: iazir, aziir, yazir, hesiderneb

v Arabe:iklil, a-jabal, aklil, kelil, klil, hassalouban, hassalban

v' Anglais. Rosemary (Max et Dominique, 2015).

[-4-3-Origine et définition

Le nom du genre Rosmarinus dérive du latin «ros marinus», qui signifie «rosée de mer ».

Colonisant souvent les zones rocheuses du bassin méditerranéen (Bacon et al ., 2013).

Tres bonne plante mellifére, qui se reconnait de loin a sa forte odeur, le romarin est consommeé

depuis I’antiquité pour ses qualités aromatiques et médicinales (Gjerroumui et Nacef, 2014).
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Partiel : Synthése bibliogr aphique

Figure 1: Morphologie générale du Romarin.

I-4-4- Classification botanique

Position systématique du romarin selon Cronquist (1981).

Regne ... Plantae
Embranchement ....................... Spermaphytes
Sous embranchement ................. Angiospermes
DiviSion ....c.covvie i Magnliophyta
Classe v, Magnoliopsida
Ordre ....c.viiiie i Lamiales
Famille ... Lamiaceae
GeNMe .. Rosmarinus




Partiel : Synthése bibliogr aphique

|-4-5-Habitat et description botanique

Le romarin est une plante commune du bassin méditerranéen dont I’air de répartition s’étend
jusqu’au sud-ouest de I’Asie, il se developpe sur les sols calcaires des collines de faible altitude et des
garrigues en particulier en France et en Afrique du nord (Max et Dominique, 2015). On la trouve sur les
sites bien ensoleillés, & sécheresse estivale accusée ; €lle est également souvent cultivée dans les jardins (Ait
youcef, 2006).

Sous-arbrisseau touffu, xérophyte, fortement rameux et toujours vert, a racine pivotante, a tiges

ligneuses, érigées, pouvant atteindre jusqu’a 2m de haut (Teuscher et al ., 2005).

Son écorce s’écaille sur les branches les plus agées. Les rameaux velus portent les feuilles opposées

et étroites d’un vert grisatre sous le dessous (figure 2) (Lucienne, 2010).

Les feuilles longilignes sont quasiment dépourvues de pétiole. Elles ont des bords épais et, cassées,
elles libérent une forte odeur évoquant celle du pin. Vues de prés, ses petites fleurs a pourprées ressemblent

un peu a de minuscules orchidées (figure 3) (Bacon et al ., 2013).

La reproduction peut se faire par voies sexuée (graine) et asexuée (bouture et éclat de touffes). Les
modes de dissémination qui lui sont propres sont : la gravité, le vent, I’eau, les animaux (mammifeéres,

oiseauX, insectes, etc...) et I’lhomme (Aafi, 2014).

Figure 2 : Rameau feuillé afleurs Romarin . . . .
Figure 3: Tige principale et rameau feuille a fleurs

(Khorsi, 2013). du romarin (Khorsi, 2013).
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|-4-6- Propriétés phar macologiques et thérapeutiques du romarin

Le romarin renferme une huile essentielle a laguelle il doit ses propriétés intéressantes. Il stimule le
fonctionnement de la vésicule biliaire, il agit sur les fermentations intestinales et sur les douleurs
abdominales qu'elles entrainent. 1l calme aussi la toux et contribue au confort de I'asthmatique (Lapare et
Coallin, 2000). 1l est tonicardiaque, hypotenseur décongestionnant veineux, régulateur hépatique (Huang et al
., 1994).

|-4-6-1- Propriétésthérapeutiques

Selon Lucienne (2010) ; le romarin a des propriétés thérapeutiques différentes :

Usageinterne

Stimulant général, tonicardiaque, antiseptique, pulmonaire, carminatif, asthénie, surmenage,
chlorose, asthme, rhumatismes, goutte, bronchite, hépatisme, dyspepsie.

Usage externe

Cicatrisant, et parasiticide, plaies, brulures, rhumatismes.
|-4-6-2- Données phar macologiques

D’aprées Max et Dominique (2015), L’expérimentation animale et biologique permet de confirmer

certaines des propriétés que latradition préte au romarin :

Activité antispasmodique : «In vitro » et & faible dose I’huile essentielle inhibe les contractions
induites par une stimulation éectrique et ce aprés une augmentation transitoire de la coction qui
serait due a I’alpha-pinéne. Le bornéol, agoniste partiel de I’acétylcholine, est le composant le plus
spasmolytique de I’huile essentielle.

Activité antimicrobienne: I’activité antimicrobienne a un large spectre d’application : I’huile
essentielle est bactéricide pour certaines bactéries. Des extraits méthanoliques de romarin seraient
également efficaces sur Helicobacter pylori, bactérie considérée comme responsable de nombreux
troubles gastro-intestinaux et d’ulceres. Signalons aussi que I’acide rosmarinique est entre autres,
anti-inflammatoire.

Effets antioxydants: des propriétés antioxydantes ont été trouvées récemment aux COMpPOSES
volatils du romarin mais on attribue généralement ces propriétés aux diterpenes. Elles ont éé
étudiées sur différents substrats alimentaires.

g
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|-4-7- Les principaux constituants
Parmi les principaux constituants du romarin on trouve::

Polyphénols: ils sont représentés par des acides-phénols, dérivés de I’acide cinnamique,

principalement I’acide rosmarinique et des derives caféiques ainsi que par des flavonoides.

Dérivés terpéniques: ce sont principalement des diterpénes tricycliques, rosmaridiphénol et dérivés

aromatiques de I’abiétane.

Huiles essentielles: la teneur dans la plante est de 1 a 3 %. La composition chimique de I’huile

essentielle varie selon les provenances et |les procédés (Lucienne, 2010).

Cette plantes peut contenir également d’autres constituants dont les acides gras hydroxylés (surtout
des dérivés de I’acide décanoique) et des acides gras organiques (acides citrique, glycolique, glycérique) ;

ains des stérols, de la choline et un mucilage (Ait youcef, 2006).
|-4-8-Toxicologie

Selon Max et Dominique (2015), la toxicité des huiles essentielles se manifeste par une action
épileptogéne : eucalyptol et camphre inhibent «in vitro » la respiration tissulaire du cortex cérébral de
rat. Mais la poudre de la plante totale elle-méme n’est pas toxique : un lyophilisant de jeunes pousses

peut étre administré sans probleme jusqu’a la dose de 22g/kg.

g
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|- Les métabolites secondair es chez les plantes
[1-1- Introduction

L’étude phytochimique d’une plante se fait pour déterminer sa nature, pour isoler son
principe actif, ou encore pour extraire des constituants qui peuvent étre utilises comme
précurseurs d’hémi synthese de medicaments et ce, a I’aide de méthodes chromatographiques
(CCM : chromatographie sur couche mince, HPLC: chromatographie liquide a haute
performance, CPG : chromatographie en phase gazeuse), chimiques (hydrolyse), ou physiques
(spectrophotométrie ultra-violet (UV) et Infrarouge (IR), spectrométrie de masse, résonance
magneétique nucléaire (RMN) (Tahrouche et al., 2002).

Les constituants chimiques de la plupart des plantes restent encore peu connus (Baerts et al.,
1996).

Il est pourtant, important de connaitre les composes chimiques d’une plante pour
comprendre son activité biologique. La recherche de cette activité pour une plante est souvent
orientée par son analyse qualitative et quantitative en composées mgjoritaires, bien que, dans
plusieurs cas, €le puisse étre due a des composés présents sous forme de trace (Tahrouche et
al., 2002).

On note aussi que les plantes constituent une réserve de molécules originales (propres a la
plante) dont la majorité sont biologiquement actives seules ou en association (Yang et al.,
2008).

1-2- M étabolisme secondair e ou les métabolites secondaires

La majorité des molécules synthétisées par les plantes d’intérét pharmaceutiques sont
extraites directement de la plante entiére. Ces molécules, appel ées métabolites secondaires, ne
constituent pas des espéces chimiques impliquées dans la croissance, aucun role spécifique

pour laplante ne leur a été assigné.

Le métabolisme secondaire des plantes est lié au métabolisme primaire par cing voies
métaboliques principales: la voie de I’acide shikimique, de I’acide malonique, de I’acide
mevalonique, des acides aminés et du glycéraldéhyde-3- phosphate (G3P) via la voie des
pentoses phosphates (Taiz et Zeiger , 1998).

A l’inverse des métabolites primaires, les métabolites secondaires ne sont pas
synthétisés de maniére uniforme dans le régne végétal. Un métabolite secondaire particulier

est souvent specifique a quel ques espéeces, ils sont classes selon leur structure chimique; on les

=
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résume en trois grandes catégories : les composes phénoliques, les isoprénoides et les

composeés azotés (Contin et al., 1998).

|-3- Définition

Ce sont des mol écules organiques complexes synthétisées par les plantes autotrophes
(Boudjouref, 2011). Caractérisées généralement par de faible concentration dans les tissus
vegeétaux (Newman et Cragg., 2012) et qui n’exercent pas de fonction directe au niveau des
activités fondamentales de la plante (Guignard, 1996).

Les molécules organiques sont biosynthétisées a partir de métabolites primaires et
jouent un réle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant
ains a la survie de l'organisme dans son écosystéme. En 1987 plus de 8.500 métabolites
secondaires sont déa connus. Les plus grands groupes sont |es alcaloides, les terpénoides, les
stéroides et les composés phénoliques. Ils présentent une énorme vaeur économique (en

particulier pour I’industrie pharmaceutique et la cosmétique (Peeking et al., 1987).

|-4- Principales classes des métabolismes secondair es métabolites
D’apres leur biosynthese, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois

classes: Polyphénols; terpénoides; stéroides et alcaloides (Hennebelle et al., 2004).

[1-4-1- L es composés phénoliques
|1-4-1-1- Définition

D’aprés Bruneton (1999), les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des végétaux, caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique
auquel est directement lié un groupement hydroxyle libre.

La grande majorité de composés phenoliques derivent de I’acide cinnamique forme par
la voie du shikimate. Ils sont solubles dans la solution de carbonate de sodium.
Chimiguement, ils sont actifs et donnent souvent lieu a des liaisons hydrogénes, ou chélater

des métaux pour les O-dihydroxyphénols (Catéchol), sensibles al'oxydation (Gorham, 1977).

I1-4-1-2- Classification
Les différents polyphénols sontciassés d’une part, par le nombre d’atomes constitutifs
et d’autre part, par la structure de squelette de base (Macheix et al., 2006). Les principaux

composes phénoliques sont illustrés dans le tableau I.
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Tableau I: Les principaux composeés phénoliques (Bruneton , 1999).
Nede Squelette de Classe Exemple
Carbone base

6 Cs Phénol simple - Catéchol (1)
7 Ce- Cy Acides phénoliques - Acide Salicylique  (2)

8 Ce—C2 Acétophénones - 3-acetyl-6-
méthoxybenzaldéhyde (3)
- Acide hydroxycinnamique - Acide caféique (4)
9 Ce—Cs - Phénylpropénes - Eugénol (5)
- Coumarines - Ombelliférone (6)
10 Ce—Cy Naphtoquinones - Juglone (7)

[1-4-1-2-1- Polyphénols monomériques

|1-4-1-2-1-1- Acides phénoliques

Selon Pandey et Rizvi (2009), les acides phénoliques, ou acides phénols ont une
fonction acide et plusieurs fonctions phénols. Ils sont incolores et plutét rares dans la nature

(Haslam, 1994). IIs se divisent en deux classes: les dérivés de I'acide benzoique (les acides

hydroxybenzoiques) et les dérivés de I'acide cinnamique (les acides hydroxycinnamiques).

» Acides phénols dérivés d’acide benzoique

Ce sont des hydroxybenzoiques et ils ont une structure générale de base de type (Cs-Ca)

(figured). Ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar, 2012).

Les plus répandus sont: I’acide salicylique et I’acide gallique (Bruneton, 1999).

OH

Figure 4 : Acide benzoique (Pawlowska et al., 2006).

> Acide phénols dérivés d’acide cinnamique

Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique (figure 5) sont souvent estérifiés.

Les plus courants sont I’acide cinnamique, I’acide caféique, I’acide férulique, I’acide

paracoumarique et I’acide synaptique (Haslam, 1994).
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Figure5: Acide cinnamique (Gorham, 1977).

I1-4-1-2-1-2- Lesflavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des veégétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs et des fruits. Ils dérivent tous de la flavone (ou 2-
phénylchromone) et ils existent le plus souvent a I’état naturel sous forme d’hétérosides
(Ghestem et al., 2001).

lls sont trés largement répandus dans le regne végétal et on les trouve en

abondance dans les organes jeunes : feuilles et Boutons floraux (Ghestem et al.,2001).

- Classification
Selon Ghestem et al (2001); Les génines sont réparties en differentes classes:
-flavones (apigénine...);
-flavonols (3-hydroxyflavones) (quercétol etc...);
-flavanones (2,3-dihydroflavone) (hespérétol, liquiritigénine...);
-chal cones (isomeres des flavanones acycle C ouvert) (isoliquiritigénine...);
-isoflavones (dérivés de la 3-phénylchromones par isomérisation des flavones);

-bisflavones (résultant de la dil érisation des flavones).

- Structure chimique

Les flavonoides sont des hétérosides, c’est-a-dire des dérivés de génines sur lesquelles
un ou plusieurs oses sont liés. La liaison genine-ose existe grace a la réunion : soit d’un
hydroxyle phénolique, soit d’un hydroxyle de I’hétérocyclique oxygéné, soit d’un groupement
méthylene —CH avec I’hydroxyle hémiacétalique de I’oses. On obtient alors des O-
Hétérosides ou des C- Hétérosides (figure 6) (Tahrouch et al., 2002).
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O-Heteroside C _Heteroside
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Figure 6: Structure chimique de deux flavonoides (Tahrouch et al., 2002).

Les C-Hétérosides semblent intéressant en thérapeutique. La rupture de la liaison
genine-ose est plus difficile dans le cas des C-Hétérosides que dans celui des O- Hétérosides
(Tahrouch et al., 2002).

-Propriétés phar macologiques

Selon (Ghestem et al., 2001) les flavonoides sont essentiellement des médicaments de
I’insuffisance veineuse par action sur la microcirculation. Ils diminuent la permeéabilité des
capillaires sanguins et augmentent leur résistance. Cette action est appelée «vitaminique P»
(bioflavonoides d’agrumes, quercéting, vitamine C, mélétine, sophrétine).

Différents mécanismes sont évoqués pour expliquer cette activité:

-des propriétés antioxydantes, piégeurs de radicaux libres;

-des propriétésinhibitrices d’enzymes...
A coté de cette action principale «vitaminique P», certains flavonoides présentent des
activités particuliéres: diurétiques, anti-inflammatoires, antispasmodique etc ...

-Emplois en thérapeutique
D’aprés (Ghestem et al., 2001) les flavonoides, seuls ou associés, sont prescrits dans
les indications suivantes:

-traitement de troubles en rapport avec une insuffisance veineuse: jambes lourdes,

-
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crampes, cedémes, varices etc...;

-traitement de la crise hémorroidaire;

-en ophtalmologie lors de troubles liés ala circulation rétinienne;

-métrorragies liées a la présence d’un dispositif intra-utérin; (Une métrorragie est un
saignement de I'utérus en dehors des périodes des regles chez les humains).

-traitement de la fragilité capillaire au niveau de la peau et des muqueuses etc...

| 1-4-1-2-2- Polyphénols sous for me de polymer es
[1-4-1-2-2-1- Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al., 2006). Des composés faciles a se
combiner aux protéines (Mangan , 1988 ; Mcsweeney et al., 2001 ; Makkar, 2003). Gréace a
la présence de plusieurs groupements hydroxyles phénoliques (Khenaka, 2011), auss a
d’autres polymeéres organiques tels que des glucides, des acides nucléiques, des stéroides et

des acaloides, pour former avec eux des complexes stables (Haslam, 1998).

Ils sont subdivisés en deux groupes distincts en fonction du type de I’acide phénolique
et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité chimique de la molécule (Rira,
2006).

» Lestaninshydrolysables
Ce sont des esters du glucose et d’acides phenols qui sont:
-soit I’acide gallique (on parle aors de tanins galliques);
-soit I’acide ellagique, qui est un dimére de I’acide galligue (on parle aors de tanins
ellagiques) (Tahrouch et al., 2002).
Dans les deux cas, la fraction osidique est estérifiée par plusieurs molécules d’acide

gallique ou plusieurs molécules d’acide ellagique (figure 7).
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Figure 7: Exemples de structure de tanin hydrolysable (Bruneton , 1999).

» Lestanins condensés ou proanthocyanidols

L es tanins condensés sont des polymeéres constitués par des unités de flavan-3-ols liées

entre elles par des liaisons carbone-carbone (figure8) (Bruneton, 1999).

on
/&L _OH
N U OH
I A I l _oH}

e X Y
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= - OH
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Figure 8: Exemple de structure de tanins condensés (Bruneton, 1999).

* Propriétés phar macologiques et biologique destanins

Les décoctions et les autres préparations a base de drogues riches en tanins. Elles
sont employées le plus souvent en usage externe contre les inflammations de la cavité
buccale, les catarrhes, la bronchite, les hémorragies locales, sur les brllures et les
engelures, les plaies, les inflammations dermiques, les hémorroides et |a transpiration
excessive.

En usage interne, elles sont utiles en cas de catarrhe intestinal, de diarrhée,
d'affections de la vésicule, ainsi que comme antidote lors d'empoisonnement par les

alcaloides végétaux (Valnet, 1984).

.
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[1-4-1-2-2-2- Lignines

C'est I’un des polymeres biosourcés et aromatiques naturels | es plus abondants sur
terre (Privas, 2013). Subissant les contraintes de la gravité, la lignine est apparue afin
notamment derigidifier les parois cellulaires (Cruz et al., 2001).

Le role des lignines dans I’évolution des végétaux, ils forment une barriére mécanique,
participant a la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la lignification est
une réponse courante a I’infection ou la blessure de goUt désagréable (Murry et al., 1982).

|1-4-1-2-2-3- Les coumarines

Les coumarines sont présentes dans de nombreux végétaux. lls ont une structure de
base (Cs-C3) (figure 9). Elles sont produites en grandes quantité en réponse a une attague
biotique ou abiotique et semblent constituer un moyen de défense de type phytoaexique
(Roux et Catier, 2007).

5 4
6 3
2
7 O
B 1

Figure 9 : Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999).

- Constitution chimique et structure
Les coumarines sont des composés aromatiques dérivant de I'acide O-hydroxy-Z-
cinnamique, de méme que la coumarine elleeméme dérive de |'acide ortho-coumarique
(Brouillard ,1993).

- Typesde coumarines

Les hydrox coumarines : présentent également un intérét pharmaceutique.
L'esculine, contenue dans I'écorce du marron d'Inde a les mémes effets que la
vitamine P. Elle augmente la résistance des vaisseaux sanguins et présente donc

un intérét pour les soins des hémorroides et des varices (comme larutine).

L es furanocoumarines: sont des agents toxiques photosensibles. Ils sont le résultat

delafusion d'une coumarine et d'un noyau de furane (Volak & Stola 1933).

N
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|1-4-1-2-2-4- Les stilbenes

Les stilbenes (figure 10) sont des composés phénoliques contenant au maximum deux
noyaux aromatiques reliés par une double liaison, Le resvératrol et le ptérostilbene font partie
de lafamille des stilbenes et sont des composes synthétisés par |a plante suite a un stress, Ces
molécules peuvent s’oxyder sous I’action d’enzymes oxydase et les peroxydases (Perret,
2001).

Figure 10: Structure chimique de stilbene (Perret, 2001).

|1-4-1-3- Biosynthése des polyphénols

D’aprés (Mohammedi, 2013) les polyphénols sont synthétisés par deux voies
biosynthétiques :

» Celle de I’acide shikimique (shikimate).

» Celle issue de I’acétate-malonate.

De plus la diversité structurale des composes polyphénoliques due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux
voies dans I’élaboration de composés d’origine mixte (Martin et Tsitohaina, 2002).

|1-4-2- Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone,
d’hydrogene, d’oxygeéne et d’azote (Schauenberg et Paris, 2005). Plus ou moins basique, en
facilitant leur isolement et purification comme sels solubles dans I'eau formés en présence des
acides minéraux (Hess, 2002). lls peuvent étre présents dans tous organes (Zieglen et
Facchini, 2008). Leur teneur est tres variable, généralement comprise entre 0.1% a 3% du
poids sec de ladrogue (Catier et Roux, 2007).

Les alcaloides existent rarement a I’état libre dans la plante, mais le plus souvent ils

sont combinés a des acides organiques ou a des tanins (Ziegler et Facchini, 2008).
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|1-4-2-1- Biosynthése

Contrairement ala plupart des autres types de métabolites secondaires, les nombreuses
classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques unique (Ziegler et Facchini, 2008).

Les noyaux de base de ces différents alcaloides dérivent des acides aminés du

métabolisme primaire (Nacoulma, 2012).

| 1-4-2-2- Propriétés phar macologiques et emplois

Selon (Ghestem et al.,, 2001) les alcaloides présentent des propriétés
pharmacologiques marquées et ils ont de nombreuses utilisations en thérapeutique,
notamment au niveau du systéme nerveux central, du systéme nerveux autonome et de
systéme cardiovasculaire. 1ls peuvent avoir des actions antitumoral es, antiparasitaires...

|1-4-2-3- Propriétés physicochimiques
Les alcaloides sont des composés de masse moléculaire variant de 100 a environ 900.

Leur saveur est ameére.

Les alcaloides non oxygénés et de faible masse moléculaire sont des liquides
entrainables a la vapeur d’eau. Par contre les alcaloides oxygénés, de masse moléculaire

élevée sont généralement des solides cristallins (Michel et al., 2001).

I1-4-3- Les huiles essentielles

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous la forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, les branches, e bois. Elles sont présentes en
petites quantités par rapport a la masse du végétal, elles sont odorantes et trés volatiles
(Padrini et Lucheroni , 1997).
(Schauenberg et Paris, 2006) confirment que chez le romarin I’essence est contenue dans les

feuilles et les sommités fleuries.
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[11-Activités biologiques
Les plantes médicinales sont toujours une source de remedes sous forme de
préparation traditionnelles ou principes actifs purs (Farnworth et al,. 1986).

Le criblage biologique est une étape trés importante dans I’étude de ces plantes ou
dans I’isolement et la caractérisation de leurs principes actifs. Il s’agit d’appliquer certains
tests biologiques telles que : I’activité antibactérienne, I’activité antioxydante, I’activité

antifongique etc ...

[11-1- Activité antimicrobienne

Le terme "agent antimicrobien" désigne toute substance utilisée pour détruire les
micro-organismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens. Les agents
antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies transmissibles et
prévenir les infections (CCE, 2001). Le mode d’action de ces agents sur les bactéries, peuvent
étre . Bactériostatique, lorsque la substance inhibe la multiplication des bactéries ou
bactéricides : lorsque la substance détruit totalement les bactéries.

Les agents pathogenes les plus connus a ce jour sont les bactéries, les virus, les

champignons et les parasites.

[11-1-1- Activité antimicrobienne des polyphénols

Les polyphénols sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes
(Cowan, 1999). Une contamination des veégétaux par des microorganismes pathogéenes
entraine une forte augmentation des teneurs en composés phénoliques, ce qui correspond a la
mise en place de mécanisme de défense de la plante (Macheix et al., 2005). Le mécanisme de
toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les
carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiennes, les
protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999 ; Hamidi, 2013).

L activité antimicrobienne des composés phénoliques a été rapportée dans plusieurs
recherches. Les composés phénoliques sont utilisés dans I’industrie alimentaire et cosmétique
et comme agents antimicrobiens en médecine populaire.

Les acides phénolique comme I’acide P-coumarique, acide caféique agissent en tant que des

facteurs empéchant la croissance de S aureus (Stojkovic et al., 2013).

N
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Une étude «in vitro » faite par Khatkar et al., (2014) a également démontré que les
dérivés synthétiques de I’acide P-coumarique possedent une activité antibactérienne contre
Bacillus subtilis et E.coli.

L activité antibactérienne des agents naturels, telles que les huiles végeétales, ont été
reconnues et utilisées depuis des siécles, notamment dans la conservation des aliments
(Tajkarimi et al., 2010).

I11-1-2- Activité antimicr obienne des flavonoides

Les flavonoides sont parmi les plus communs des produits naturels qui présentent un
large spectre d’activité antibactérienne (Xiao et al., 2014). Des études scientifiques menées au
cours des derniéres années ont généré un intérét croissant dans leur rdle potentiellement
important dans le maintien de la santé humaine. Un nombre considérable de plantes
meédicinales contiennent des flavonoides, qui ont éé rapportées par de nombreux auteurs
comme ayant des propriétés antibactériennes (Maesev et al., 2007).

La catéchine, par exemple, flavonoide isolée du thé vert, est douée de propriétés
antimicrobiennes (Cowan, 1999).

De nombreux groupes de flavonoides également ont été isolés et identifiés comme
possédant une activité antifongique, antivirale et antibactérienne (Cushnie et Lamb, 2005).

Ozcelik et al., (2008) ont rapporté que les flavonoides ont montré «in vitro » une
activité antimicrobienne contre les souches de Klebsiella pneumoniae.

Harikrisnna et al., (2004) montrent le pouvoir antimicrobien d’un flavonoide glycoside
‘prunine-6-O-pcoumarate’ contre deux souches de bactéries Gram+ (Bacillus subtilis et
Saphylococcus albus) et deux bactéries Gram- ( Esherichia coli et Proteus vulgaris).

Les résultats de Benarba et al., (2015) ont montré que les flavonoides possedent des
effets thérapeutiques contre plusieurs maladies telle que la toux, la grippe, I’asthme,

I’hypertension et les intoxications.

N
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[11-2- Activité antioxydante
[11-2-1- Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des especes réactives
d’oxygene et la capacité des corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatif (Halmi,
2015). Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et la destruction par des systemes de défenses anti-
oxydantes donc c’est un déséquilibre de la balance antioxydants/pro-oxydant (Aliouat et
Boulkelia, 2012).

[11-2-2- Lesradicaux libres

Un radical libre (RL) est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un
éléctron non apparié, extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les
plus stables pour apparier son électron, il peut arracher un éectron (se comportant comme un
oxydant), soit en cédant un électron (agissant alors comme un réducteur) (Djadouri et Ben
Dahra, 2014).

Dans un radical libre, le nombre d’électrons sur la derniére orbital est impair, il se
créera alors des liaisons entre atomes car les radicaux libres tenteront d’aller rechercher un
électron pour former une nouvelle molécule, I'ensemble des radicaux libres et de leurs
précurseurs sont souvent appel és especes réactives de I'oxygene (Favier, 2003).

N
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Notre étude expérimentale a été réalisée au sein de laboratoire de Microbiologie

Appliquée de I’'université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

L’objectif de notre travail est d’évaluer les propriétés biologiques (activité

antibactérienne et antioxydante) d’extrait phénolique du romarin.
Letravail pratique est subdivise en trois parties suivantes :

Caractérisation phytochimique des feuilles du romarin ;
Extraction et dosage des polyphénols ;
Evaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne d’extrait phénolique des

feuilles du Rosmarinus officinalis L .
[-1- Matérid
[-1-1- Matériel biologique

I-1-1-1 Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des parties agriennes : Feuilles de Rosmarinus officinalis L.

Figure 11: Matériel végétal récolté a bastos UMMTO.

» Période derécolte de notre plante
La récolte de notre plante a été effectuée sur des arbustes d’apparence saine au mois

d’avril 2018, au sein de I’Université Mouloud Mammeri de Tizi Ouzou.
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> ldentification botanique
L’identification de la plante étudiée a été faite selon la clé de détermination de Quszel et
Santa (1963). Cette identification a été confirmée au niveau du département d’agronomie de

I’université de Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou.

|-1-1-2 les souches bactériennes testées

Les differentes fractions de I’extrait méthanoliques de Rosmarinus officinalis L. ont
été testées sur deux souches bactériennes : la bactérie a Gram positif S. aureus ATCC 43300
qui tient une place trés importante dans les infections communautaires et nosocomiales
(Chambers, 1997), et la bactérie a Gram négatif E. coli ATCC 25922 qui est plus
fréqguemment impliguée dans les infections urinaires. Elle peut aussi provoquer des diarrhées
par des mécanismes trés divers, ains que diverses infections communautaires ou

nosocomiales (Nataro et Kaper, 1998).

Ces souches ont été fournies par le laboratoire de Microbiologie Appliquée de
I’Université de UMMTO et ont été ensemencée juste avant le test antibactérien dans un
bouillon nutritif et incubé a 37 °C pendant 24 h.

Le tableau ci-dessous montre la classification des souches bactériennes testées.

Tableau 11: Classification des souches bactériennes testées (Sutra et al., 1998; Delarras,
2007).

Classification Staphylococcus aureus Escherichia coli
Regne Bacteria Bacteria

Phylum Firmicutes Proteobacteria
Classe Bacilli Gammaproteobateria
Ordre Bacillales Enterobateriales
Famille Staphylococcaceae Enterobacteriaceae
Genre Staphylococcus Escherichia

Espece Saphylococcus aureus Escherichia coli

&
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[-1-2- M atériel delaboratoire

I-1-2-1- Réactifs chimiques et solvants

Dans cette éude nous avons utilise: Méthanol comme solvant et les réactifs
chimiques: AICl3; Folin ciocalteu; NaoCOg; 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH); Acide
ascorbique; acide gallique; diméthyle sulfoxyde (DM SO); I'eau physiol ogique.

I-1-2-2- Milieu de culture
Nous avons utilisé la gélose nutritive Mueller Hinton (MH) pour I’étude de la

sensibilité des souches bactériennes a différentes concentrations d’extraits méthanoliques.

|-2- Méthode d’analyses
|-2-1-Pr éparation des échantillons

La plante récoltée est nettoyée puis sechée a une température ambiante et a I’abri de la

lumiere solaire, afin de préserver au maximum I’intégrité des molécules.

Aprés I’opération de séchage, les feuilles ont été broyées au mortier. Ces poudres sont
ensuite conservées dans des flacons en verre hermétiqguement fermés a basse température

18°C en vue de procéder aux différentes manipulations (figure 12).

broyage

Figure 12 : Préparation des échantillons.

conservation
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|-3- Screening phytochimiques

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
(les polyphénols totaux, flavonoides etc ...) de la plante étudiée. Le matériel végétal est
€puisé successivement par macération dans des solvants de polarité croissante (méthanol,
eall). Les tests phytochimiques pour les polyphénols, les anthocyanes, les flavonoides ont été

réalises par différentes méthodes.

|-3-1- Test de présence des polyphénols totaux

Peser 400mg de poudre de la plante dans un récipient en verre et additionner 4mL
d’eau distillée et 12mL d’acétone, les placer dans le bain marie a 60°C pendant 5min avec
agitation et filtration avec du papier filtre « Whatman n°3 », récupérer le filtrat dans un tube a
essai et gjouter 1 a2 gouttes de FeClz a 10% (Bouquet et Fouret, 1975).

La présence des composes phénoliques dans les extraits est indiquée par I’apparition

delacouleur vert noirétre.

|-3-2- Test de présence des flavonoides
La présence ou I’absence des flavonoides dans un extrait peut étre mise en évidence
par un test simple et rapide (Karumi et al., 2004).

Le test consiste a gouter a 1mL de I’extrait méthanolique, 2.5mL d’alcool
chlorhydrique (HCI, éthanol, eau distillée), des copeaux de magnésium métallique (Mg).
Laisser agir 3min et observer le changement de la couleur. La présence de flavonoides est
confirmée par la coloration rose orangée (flavones), rose violacée (flavonones), rouge

(flavonals, flavononoals).

|-3-3- Test de présence des anthocyanes
Dans un tube aessai mettre 5SmL d’extrait + 5mL d’acide sulfurique, additionner 2mL
de NH40OH (H2SOg4). Le test positif se manifeste par une coloration bleu-violacée.en milieu

basique, indique la présence d’anthocyanes (Debray et al., 1971).

|-3-4- Test de présence des flavonols et flavonones
Dans un tube aessai gouter ImL d’extrait + 200puL d’HCL pur + quelques fragments
de Mg+2. L’obtention de la coloration rouge met en évidence la présence des flavonols et le

rouge violacée des flavonones (Karumi et al., 2004).
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3-5- Test de présence destanins (Cathéchique ou Gallique)
Mettre ImL de solution avec 2 mL H2O et gjouter 2 a 3 gouttes de FeClz 1%. En
présence de tanins, il se développe une coloration bleu-verte (tanins Cathéchique) ou bleu-

noire (tanins Gallique) (Trease et Evans, 1987).

|-4- L es composes phénoliques
|-4-1-Méthode d’extraction

Dans notre étude, I’extraction est effectuée par I'utilisation d’un solvant organique a
polarité Méthanol (MeOH) pour I’extraction des principes actifs a partir de la plante de

Rosmarinus Officinalis L.

» Extraction assistée par macération (EAM)

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste
en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation. L'opération
bien que généralement longue et a rendement souvent médiocre, est utilisée dans le cas
d'extraction de molécules thermosensibles (Leybros et Fremeaux, 1990).

|-4-1-1- Extraction des polyphénolstotaux
Principe
Il consiste a dissoudre le principe actif a I’intérieur du solide et I’entrainer a I’extérieur, la
plupart des auteurs suggerent que I’entrée du solvant se fait par mécanisme osmotique et la
sortie du soluté par dialyse ou par diffusion. Le solvant utilisé dans cette présente éude est e
méthanol (Ribereau, 1982). Le rendement d’extraction en polyphénols augmente aussi avec le
temps de contact du solvant (Lapornik et al., 2005).
Mode d'opération
La macération consiste a émerger 20g de poudre dans 200 mL de Méthanol pendant 24h a
température ambiante, ensuite la filtration avec du papier filtre et récupération du solvant par
évaporation dans un rotavapeur a 55°C, puis récupération de I’extrait avec 3mL de DMSO ; et

conservé a 4°C jusqu’a I’utilisation (Rebaya et al ., 2015) voire lafigurel3.

N



Partiell : Etude expé&imentale.

20 g du matériel végétal

(poudre)+200mldemélhanol
Macération A la température D
ambiante et 3 'ombre 24h ; AR
@ Filration | ;

Evaporation

Extrait méthanolique brut

Figure 13: Protocole de préparation d'extrait méthanolique des polyphénols totaux par

macération.
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4-1-2- Extraction des flavonoides

Les résultats de Hassan et al., (2007) ont mis en évidence I’existence des flavonoides

dans le romarin, pour extraire ces flavonoides nous avons procédé a la technigue ci-dessous.

Principe

Le protocole d’analyse selon Lebreton et al., (1967), repose sur I’hydrolyse acide des
hétérosides du matériel végétal, suivie d’une analyse des aglycones. Cette technique permet la
séparation des anthocyanes et |es aglycones flavonique.

L’extraction des flavonoides a été réalisée a partir de la matiere végétale seche (MVS)
contenue dans 1g de feuilles.

Latechnique consiste a broyé laMV S a sec puis I’hydrolyse est réalisée par 80mL d’HCI
(2N) dans un bain Marie pendant 40min a 90°C avec une insufflation d’oxygeéne toutes les
10min qui permettent I’oxydation des pro-anthocyanes en anthocyanidines correspondants.
Apres I’addition de deux lavages de 35 mL d’éther diéthylique, deux phases se forment :

-la phase supérieure ou la phase éthérée contenant |es aglycones flavoniques.

-la phase inférieure ou la phase aqueuse qui contient |es anthocyanes, les C-glycosides
(en additionnant deux lavages de 35mL du n-butanol ala phase agueuse obtenue).
La phase éthérée est évaporée a sec, le résidu est repris dans 10mL d’éthanol pour le dosage.
Les étapes précédentes sont illustrées dans le diagramme ci- dissous (figure 14). Les trois
extraits obtenus ont été laissés sécher jusqu’a obtention d’un résidu sec puis récupérés avec
guelques millilitres de DM SO. Le poids de chaque extrait sec a été déterminé et ceci nous
permet de calculer la concentration des solutions méres de nos extraits. La figure 14 résume

toutes les étapes de I’extraction.

N
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Figure 14 : extraction des flavonoides.
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A partir du résidu sec éthéré repris dans 5mL d’éthanol a 95°, nous réealisons une
dilution d’une part avec I’éthanol 95°et d’autre part avec une solution alcoolique de chlorure
d’aluminium (AICl3) & 1% laisser agir pendant 15min. La lecture des aglycones flavoniques

sefait a I’aide d’un spectrophotométre type UV/Visible a 420 nm.

|-5- Analyses colorimétriques par spectrophotométrie (UV-visible)
|-5-1- Spectrophotométrie

La spectrophotométrie est une méthode anal ytique quantitative qui consiste a mesurer
I'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée en solution. Plus cette
espéce est concentrée plus elle absorbe la lumiére dans les limites de proportionnalités

énonceées par laloi de Beer-Lambert.

La densité optique des solutions est déterminée par un spectrophotomeétre
préalablement étalonné sur la longueur d'onde d'absorption de I'espéce chimique a étudier.
Lorsgu'une lumiére dintensité 10 passe a travers une solution, une partie de celle-ci est
absorbée par le(s) soluté(s). L'intensité | de lalumiere transmise est donc inférieure al0
L'absorbance de la solution est définie comme suit :

A=-logT Avec T (transmittance) T=1/10
L'absorbance est une valeur positive, sans unité. Elle est d'autant plus grande que I'intensité
transmise est faible (Wafa, 2015).

|-5-2- Analyses quantitatives
|-5-2-1- Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux peuvent étre doses par le réactif de Folin-Ciocalteu’s reagent
(El hajgji et al., 2011).

En milieu basique, le réactif de Folin-Ciocalteu oxyde les groupements oxydables des
composées phénoliques présents dans |’échantillon a doser. Les produits de réduction de
couleur bleue, présentent un maximum d’absorption dont I’intensité est proportionnelle a la
quantité des polyphénols totaux présents dans I‘échantillon (Veillet, 2010).

La quantification des polyphénols totaux a été faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage réalisée par I’acide gallique a différentes concentrations dans les mémes
conditions que les échantillons. Les résultats ont é&é exprimés en mg équivalent d’acide

gdlique par gramme d’extrait méthanolique (mg EAG/Q).

-
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v Préparation de folin: 1 volume de folin + 9 volumes de I’eau distillée.
v Préparation de la solution de NaxCOs : 7.5g de carbonate de sodium anhydre ont été
dissouts dans 100mL d‘eau distillée.

v Préparations des solutions d’acide gallique :
Dans une fiole jaugée de 100mL dissoudre 0.5g d‘acide gallique dans 10mL d’éhanol et
dilués avec de I’eau distillée de fagon a obtenir des concentrations différentes.

v Courbe d‘étalonnage :
Elle est rédliste avec la mesure des densités optique des solutions de différentes

concentrations d’acide gallique.

Principe

La teneur phénolique totale est déterminée avec le spectrophotometre UV-Vis en
utilisant le Folin- Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif
acide phosphotungstique phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline
(Vuorela, 2005).

Dissoudre 200uL de chaque extrait dans le méthanol et gouter ImL de réactif de Folin-
Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions sont mélangées et incubées pendant 4 min. Apres
I’incubation 800uL de la solution de carbonate de sodium NaxCos (75¢g/L) a été goutée. Le
mélange final est secoué et puis incubé pendant 2h dans I'obscurité a température ambiante.
L'absorbance de tous | es extraits a été mesurée par un spectrophotometre a 765 nm.

Expression desrésultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique et
exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (mg
EAG/mg).

|-5-2-2- Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) citée par (Boudiaf, 2006) est utilisee
pour quantifier les flavonoides dans nos extraits. Le contenu en flavonoides des extraites a été
déterminé en suivant le protocole de Quettier-deleu et al., (2000), avec quelques
modifications.

o
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Principe
Les flavonoides forment des complexes jaundtres en présence de chlorure
d’aluminium, grace aux groupements hydroxyles libres (Ribereau-gayon, 1968). Ains la

couleur jaune obtenue est proportionnelle a la quantité des flavonoides dans I’extrait.

Procédur e expérimentale

A température ambiante, 0.5mL de la solution d’extrait est ajouté a 0.5mL d’une
solution de chlorure d’aluminium (AICIs), le tout est bien mélangé. Aprés incubation pendant
15min a I’obscurité, la mesure de I’absorbance a été effectuée a 430nm contre un témoin

préparé suivant laméme méthode sauf que chague extrait est remplace par son solvant.

1. Dosage des proanthocyanes
La lecture des extraits s’établit par spectrophotométrie a 520 nm.
La teneur absolue en anthocyanes est calculée par la formule suivante dont le coefficient
correctif est égal a6 (Lebreton et al., 1967).

T (en mg/g) =5,2 x 102x DO x V x d/p

2. Dosage des C-glycosylflavones

La lecture des extraits s’établit également par spectrophotométrie a 340 nm et la teneur

absolue est calculée par laformule suivante :

T (en mg/g) = 2.37 x 10°x DO x V x d/p

3. Dosage des aglycones flavonique

Pour déterminer la teneur en aglycones, nous utilisons la méthode du dosage

différentiel, qui est basée sur deux dilutions:
La1%¢dilution se fait dans de I’éthanol (extrait éthéré + éthanol 95°).

La 2% dilution se fait dans la solution d’AICI5 (Extrait éhéré + AICl3 dans I’éthanol 95°).
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La solution d’AlCls se fait par le mélange de 1g de chlorure d’aluminium dans 100mL
d’éthanol 95°.

A partir du résidu sec éthéré repris dans I’éthanol a 95°, nous réalisons une dilution
d’une part avec I’éthanol 95° (cuve de référence) et d’autre part avec une solution acoolique
de chlorure d’aluminium (AICl3) & 1% (cuve de mesure), apres réaction avec le AlClz pendant
15min, lalecture des aglycones flavoniques se fera entre 400 et 435 nm au spectrophotométre,
Concernant |e dosage des aglycones flavonique (420nm) et des flavonols (435nm), laformule

utilisée est la suivante :

T (mg/g) =1,3x 102x ADO x V x d/p

T : teneur différentielle des aglycones flavoniques exprimée en mg par g de M.V.S.
P : poids sec du matériel végétal hydrolysé.

ADO : densité optique du pic différentiel égale aDO (AICl3) — DO (éthanol 95°).

P : poids sec du matériel végétal hydrolysé en g.

V : volume de la solution méthanoique / éthanolique.

d : facteur dedilution.
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|-6. Activités biologiques
|-6-1- Activité antimicrobienne des composés phénoliques et flavoniques
|-6-1-1- M éthode de diffusion (Aromatogramme)

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer I’activité antibactérienne des
composés phénoliques et flavonoides présents dans nos extraits obtenus par différentes
méthodes d’extraction.

Pour étudier I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques, nous avons choisi la
méthode de diffusion des disques sur milieu solide, ou méthode de Vincent, appelée aussi
technique de I“antibioaromatogramme (Rhayour, 2002). Afin d’y parvenir nous avons suivis

ces étapes suivantes:

> Revivification et repiquage des souches utilisées
- Les souches ont été revivifiées dans un bouillon nutritif puis repiquer sur du BHI et

laissées incuber dans I’étuve a 37° C pendant 24h.

> Préparation del'inoculum et ensemencement des souches

- 3 ab colonies identiques ont été prélevees, puis elles ont été déchargées dans de I’eau
physiologique stérile. Apres homogénéisation de la suspension bactérienne a I’aide
d’un vortex, la standardisation & 106 UFC/mL a été réaisée par spectrophotométre
réglé sur une longueur d’onde de 620nm. La D,O obtenue doit é&re comprise entre
0,08 et 0,1 ce qui correspond & une concentration de 107 & 108 UFC/ml (UFC : Unité
Formant Colonie).

- Les boites de Pétri stériles préalablement coulées avec 13 ou 15 mL de gélose (MH),
ont été ensemenceées avec I’inoculum a I’aide d’un écouvillon stérile. Placer les boites
de Pétri a basse température (+4°C) pendant 15 a 30mn afin de permettre aux extraits
de diffuser dans la gél ose avant que les bactéries ne commencent a se multiplier ;

- Retirer les boites du réfrigérateur et les placer a I’étuve, a la température optimale de
croissance du germe a étudier (37°C) pendant 24 h. Les boites doivent étre placées
couvercleen bas;

- Les zones d’inhibition autour du point d’application des disques sont mesurées en
millimeétres aprés les 24h d’incubation (Kosalek et al., 2013).

Lalecture des résultats est estimée par la mesure du diametre de zone d’inhibition autour des

disques imprégnés des différents extraits.

0
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Trois cas sont possible:
- Souche resistante : Absence de zone d’inhibition,
- Souche sensible : la dimension du diamétre de la zone d’inhibition est égale ou
supérieure a 10mm.
- Souche (intermédiaire) : la dimension du diametre de la zone d’inhibition est
inférieure & 10mm.

|-6-1-2- Déter mination des CM| (Concentration Minimale Inhibitrice)

La CMI est définie comme la plus petite concentration d’extrait pour laquelle aucune

croissance n'est visible comparativement au témoin sans extrait.

Les CMI sont déterminées par la méthode standardisée de micro-dilution en milieu
liquide. L’étude est realisée en microplagues en matiere plastique comportant 96 puits a fond
« U » (8 rangées de 12 puits numérotés de 1 a 12) en bouillon Mueller- Hinton, avec un

inoculum bactérien final. Les microplagues sont incubées 18h a 37°C pendant 24 H.

La détermination des (CMIs) a été réalisée que pour les extraits qui se sont avéres les

plus performants, asavoir : I’extrait 2 (les anthocyanes) et I’extrait 3 (les C-glycosides).

Les dilutions d’échantillons ont été distribuées dans les cupules en partant de la

concentration la plus forte alaplus faible (tableau I11).

Tableau |11 : Tableau illustrant les dilutions d’extraits pour la détermination des CMI.

Rapport dedilution | 1/2 14 1/8 1/16 1/32 1/64
Concentration  de | 250 125 62,5 31,25 15,62 7,81
I’extrait 2 (mg/mL).
Concentration  de | 183,36 91,68 45,84 22,92 11,46 9,73
I’extrait 3 (mg/mL).
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|-6-2- L’évaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation.
Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer «in vitro » I’activité antioxydante par piégeage
des différents radicaux selon la méthode de FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant
parameter) ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPH (diphényl picrylhydrazyle).

|-6-2-1- Réduction du fer : FRAP (FerricReducingAntioxidant Power)

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe3*présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe?*, la réaction est révéée par e virement de couleur jaune du
fer ferrique (Fe*) en couleur bleu-verte du fer ferreux (Fe?) (Ou etal., 2001) selon la
(figurelb).
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Figure 15: Schémasur laréaction de test FRAP (Prior RI et al., 2005).

Le protocol expérimental utilisé est celui de Yildirim., Mavi., et Kara (2001) ou 1mL
d’échantillon a différentes concentrations, est mélangé avec 1mL d’une solution tampon
phosphate 2 0.2 M (pH= 6.6) et ImL d’une solution de ferricyanure de potassium KzFe (CN)s
a1%. Letout est incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi alatempérature ambiante. 1mL
d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont
centrifugés a 3000g pendant 10 min. ImL du surnageant est gouté a ImL d’eau distillée et
100pL d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H20) a 0.1% (figurel6). La lecture de
['absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc, en remplagant |'extrait
par de l'eau distillée qui permet de calibrer I'appareil (spectrophotométre UV-VIS). Le
contréle positif est représenté par un standard d'un antioxydant; I'acide ascorbique dont
I'absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. Une augmentation
de I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés
(Singleton et Rossi, 1965).
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Figure 16 : Réduction du fer ferrique en fer ferreux.

|-6-2-2- Piegeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) :

Le composé chimique DPPH fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour éudier
la relation structure-activité antioxydant des composés phénoliques (Blois 1958; Brand-
williams et al., 1995). Il possede un éectron non apparie sur un atome du pont, d'azote
(Figure 17) (Popovici et al., 2009).

Figure 17 : Structure chimique du radical libre DPPH (Popovici et al., 2009).

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrométrie UV- Vis, en mesurant la diminution de |'absorbance a 517 nm provoquée par
les antioxydants (Molyneux, 2004). En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2
Diphenyl 1 picryl hydrazyle) de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine
de couleur jaune (Figure 18) (Sanchez-moreno , 2002 ; Maataoui et al., 2006).
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+ Antioxvdant-OH " + Antioxvdant-O*

DPPH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure 18 : Réaction de test DPPH (Congo, 2012).

L'activité du piégeage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par
Lopes-lutz et al., (2008) et Athamena et al., (2010). 1mL de chague solution méthanolique
des extraits a différentes concentrations sont gjoutés a 1mL de la solution méthanoique du
DPPH. Parallelement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 1mL de méthanol avec
ImL de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de I'absorbance est faite contre un
blanc préparé pour chaque concentration a 517nm apres 30 min dincubation a I'obscurité et a
37°C. Le contréle positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard; I'acide
ascorbique dont |'absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons et
pour chaque concentration (Bougandoura, 2013). Le test est répété trois fois et les résultats

ont été exprimeés en pourcentage de réduction du DPPH (P1%) selon laformule suivante :

Les valeurs des concentrations pour inhiber ou réduire 50% de la concentration initiale
du DPPH (IC50) ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire ou
logarithmiques des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations de
chacun des extraits testés (Scherer et Godoy, 2009 ; Fabri et al., 2009).

| % =[1- (Abscontrble - Abstest)/ Abs contrdle] x 100
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|- Résultats et discussion
I1-1- Screening chimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différents composés existants dans
nos échantillons par la caractérisation qualitative. Ces réactions sont basées sur des

phénomenes de precipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques.

Les résultats du criblage phytochimigue sont reportés dans le tableau |V ci-dessous. Ils

révélent la présence ou I’absence d’un groupe de métabolites secondaires.

Tableau | V: Résultats des tests phytochimiques de Rosmarinus officinalis L.

(- )Négative; (+) Faiblement positif. (++) Positif; (+++) fortement positif.

M étabolites Remarque Résultats coloration
Secondaires
Flavonoides Apparition d'une
+++
couleur rose orangee.
Anthocyanes Apparition d’une couleur
violéequi vireaubleu | 7T
violacé par acidification.
Fi
Polyphénols Apparition delacouleur | +++ ;
vert noirétre.
Apparition de la coloration
Tanins :
bleu-vert (tanins N

Cathéchique) et bleu-noire
(tanins Gallique).
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Flavonols et flavonones Apparition de lacoloration
rouge (flavonols) et le rouge

violacée (flavonones).

Flavonoides: transformation de la solution en couleur rose orangée; indiquant la présence
des flavonoides dans notre plante.

Anthocyanes : la coloration violée, montre la présence des anthocyanes dans notre solution.

Polyphénols: la coloration vert noirétre, indique que I’espece Rosmarinus officinalis L. est

tres riche en polyphénols.

Tanins: nous remarquons la transformation de la solution en couleur bleu-verte, indiquant la
présence de tanins cathéchiques et bleu-noire pour les tanins Galliques. L’espéce Rosmarinus

officinalis L. contient bien des tanins.

Flavonols et flavonones: Ces deux composés sont mis en évidence par la présence de

colorations rouge et rouge violacée.

Le criblage phytochimique des extraits méthanoliques des feuilles du romarin montre
que cette plante contient : les tanins, les flavonoides, les polyphénols totaux, les anthocyanes,

les flavonols et flavonones.

| 1-2- Dosage des phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux contenues dans les différents extraits ont été
déterminées par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Afin de caractériser I’extrait
préparé a partir des feuilles de Rosmarinus Officinalis L., la quantification des composés
phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire (y=ax+b) (figure 19)
réalisée par une solution étalon (I’acide galligue) a différentes concentrations (Tableau V).

La mesure de I’absorbance d’extrait méthanolique a été effectuée a une longueur

d’onde 760nm. Les résultats obtenus sont reportés sur le tableau suivant :

=
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Tableau V: Variation de la DO en fonction des concentrations de I’acide gallique.

Concentration 003 |006 |00 |012 |015 (018 |021 |024 |027 |030
(mg/mL)
D,O (nm) 0,075 | 0,310 | 0,443 | 0,687 | 0,978 | 0.981 | 1.317 | 1.510 | 2.337 | 2.353

courbe d'etalonnage d'acide gallique (polyphenols) Y~ 8é§84;);368§4501
2,5
2 2
2
E 15 o
£
" /
£ ! .
=
] ®
.g 0,5 ‘
0 ‘/f T T ’ T T T 1
) 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
-0,5
Concentrations : mg/mL

Figure 19 : Droite d’étalonnage d’acide gallique.

Tableau VI : Teneur des polyphénols totaux d’extrait méthanolique des feuilles.

L’extrait des polyphénols totaux Feuilles

La concentration mg EAG/g d’extrait 12.87

L e dosage des polyphénols totaux nous a permis de quantifier lateneur correspondante
de I’extrait étudie, rapportée en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait (mg EAG/g Extrait).

Généralement, toutes les plantes de lafamille des Lamiacées sont connues pour leur
composes phénoliques (Gortzi et al., 2007 ; Fecka et Turek, 2008). En effet, nous avons
constaté que tous nos extraits renferment des phénols dont les teneurs augmenteraient avec la
polarité du solvant d’extraction.
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L es résultats obtenus indiquent que la quantité des composés phénoliques est

relativement importante dans les feuilles du romarin (12,87 mg EAG/g Ex).

Le contenu pholyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a
une autre et d’un organe a un autre, cela peut étre di a plusieurs facteurs, a savoir : facteurs
climatiques, patrimoine génétique, le stade de développement de la plante et |a période de sa
récolte ainsi que la méthode d’extraction et celle de la quantification des composés d’intérét
biologique.

La teneur des polyphénols dans les feuilles du romarin est moindre a celle trouvée par
Ekran et al., (2008) : (162 mg EAG/g EX) ; et Ho et al., (2008) : (127 mg EAG/g Ex), mais
assez proche de cellede Tsa et al., (2007) : (58.1 mg EAG/g Ex) et Tawaha et al., (2007) :
(39.1 mg EAG/g Ex).

La faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est I'inconvénient principal du
dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes
d’hydroxyles, non seulement celles des composés phénoliques, mais également de certains

sucres et protéines etc... (Vuorela, 2005 ; Gomez-caravacaet al., 2006).

I1-3- Analyses quantitatives des flavonoides

L’extraction des flavonoides a partir du broyat des feuilles sechées du Rosmarinus
officinalis L. a permis d’obtenir trois classes flavoniques. Celles des anthocyanes, des
Aglycones et les C-glycosides. Les résultats du dosage par spectrophotométrie des extraits
flavoniques de la plante et leurs teneurs sont représentés dans e tableau VI1I.

Tablaeu VII : Lesreésultats des dosages et |es teneurs des trois classes des flavonoides.

DO/ T D,O (nm) Teneur (T)
Extraits
Anthocyane 0,310 1.13 mg/g
C-glycoside 0.088 0.07 mg/g
Aglycone Aglycones 0.655 0.045mg/g
flavoniques
Flavonols 1
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Figure 20 : Histogramme montrant la teneur des trois classes des flavonoides.

Les anthocyanes représentent la classe la plus importante dans les feuilles de
Rosmarinus officinalis L. avec une valeur de 1.13 mg/g. Les C-glycosides et les Aglycones

présentent les valeurs les plus basses 0.07 mg/g et 0.045mg/g respectivement.

D’apres les resultats de Ho et ses collaborateurs (2008), I’extrait méthanolique du
romarin est riche en polyphénols et pauvre en flavonoides. En outre, Tsai et al. (2007) ont
également trouvé que I’extrait méthanolique du romarin contient 60.7 + 1.1 mg EC/g. Une
teneur tres élevée par rapport a nos résultats, cette différence trouve probablement son

explication dans la différence du standard utilisé pour |e dosage des flavonoides.

Maisuthisakul et al., (2008) ont constaté que la teneur totale des flavonoides des
extraits méthanoliques des 28 plantes, est liée alateneur des composés phénoliques totaux.
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I1-4- Activité antibactérienne
[1-4-1- Détermination dela méthode de diffusion des disques

Les extraits de Rosmarinus officinalis L. ont été testés sur les souches bactériennes
suivantes: Staphylococcus aureus, Escherichia coli. Les résultats de I’activité antibactérienne
des différents extraits sont indiqués dans les figures 21 et 22.

La méthode d’aromatogramme sert a prédire la sensibilité d’un germe aux substances
étudiées. Les résultats de la technique de Vincent par I’utilisation de la gentamicine comme
témoin positif et le méthanol comme témoin négatif sur les différentes souches bactériennes

étudi ées sont représentés dans les figures ci-dessous.

Extrait 1: Extrait 2 : Extrait 3 : Extrait 4 :

Polyphénols totaux Anthocyanes C-glycosides Aglycones

Figure 21 : Zones d’inhibitions de la gentamicine et des différents extraits du romain obtenus

sur la souche bactérienne E.coli testée.

Extrait 1: Extrait 2 : Extrait 3: Extrait 4 :
Polyphénols totaux Anthocyanes C-glycosides Aglycones

Figure 22 : Zones d’inhibitions de la gentamicine et des différents extraits du romain obtenus

sur la souche bactérienne S aureus testée.
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Figure 23 : Le pouvoir antibactérien des extraits sur E.coli.
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Figure 24: Le pouvoir antibactérien des extraits sur Saureus.

Les figures 23 et 24 montrent la présence d’une activité antibactérienne pour la plupart
de nos extraits (Anthocyanes) et (C-glycosides) sur les souches testées S aureus et E.
coli avec les diamétres d’inhibition de 13 mm et 14mm respectivement.

Nous constatons ainsi que les polyphénols totaux n’ont pas d’effet sur E.Coli et une
sensibilité moyenne pour |a souche de Saureus d’un diamétre de 13mm. Avec les Aglycones
les deux souches présentent une zone d’inhibition de 8mm pour E. coli et de 10mm pour

Saureus.

E
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La souche E. coli possede un potentiel de résistance tres élevé contre I’action
antibactérienne des deux extraits du romarin (Polyphénols, Aglycones). Par contre une
activité importante a éé remarquée pour S. aureus a des faibles concentrations des quatre

extraits de la plante.

De plus nos résultats viennent consolider ceux rapportés par (COWAN, 1999) que les
composés phénoliques montrent la plus grande activité antibactérienne et que la souche

Saureus est plus particuliérement sensible aux composés phénoliques.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram (+) par
rapport aux Gram (-) (Kone et al., 2004 ; Hayouni et al., 2007 ; Turkmen et al., 2007 ; Shan et
al., 2007 ; Falleh et al., 2008), Ceci peut s’expliquer par la différence dans les couches
externes des bactéries Gram (-) et Gram (+).

S aureus a Gram positif sont plus sensibles que les bactéries a Gram négatif. La
résistance de ces dernieres n’est pas surprenante, en fait, ces bactéries posseédent une
résistance intrinséque aux agents biocides qui est en relation avec la nature de leurs
membranes externes composées de lipopolysaccharides qui forment une barriére imperméable
aux composés hydrophobes (Mann et al., 2000).

L’huile essentielle et I’extrait méthanolique de romarin (Blida et Djelfa) ont montré
une activité importante sur les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif, ceci

est d0 aux différences structurales de leurs membranes externes (Burt S, 2004).

|1-4-2-Déter mination de la concentration minimale inhibitrice

Aprés la mise en évidence de I’activité antibactérienne de nos extraits bruts par la
méthode des disques, nous avons essayé de déterminer les concentrations minimales

inhibitrices CMIsrelatives aux deux extraits les plus performants.

La méthode de microplague nous a permis de déterminer les valeurs des CMIs qui
varient de 62.5 a 11.5mg/mL (TableauVIll). Les résultats de la détermination des CMIs
montrent une variabilité dans la sensibilité des souches aux différentes concentrations de

I’extrait.

La croissance bactérienne diminue avec I’augmentation de la concentration d’extrait et

plus les CMIs sont faibles plus I’activité antibactérienne des extraits est meilleure.

]



Partiell : Etude expé&imentale

v

0
» 5w

D
»
)
>
E

o \o\Je

L (.
P WY '

¥\ ¥

¢

-
)
-’
»
» 5
2
>
>
§

[

Figure 25 : Résultats dela CMI en milieu liquide.

Tableau VIII : Valeurs delaCMI des deux extraits.

Extraits
Extrait 2 Extrait 3
Souches bactériennes
Staphylococcus aureus 62,5 mg/mL (1/8) | 11,5 mg/mL (1/32)
Escherichia coli 31,25 mg/mL(1/16) | 45,84 mg/mL (1/8)

Les criblages des activités antibactériennes a permis de conclure que la 1/8 est la
concentration minimale inhibitrice qui donne une réponse classée comme sensible pour la
souche S. aureus a I’extrait 2 « anthocyanes » et la concentration 1/32 pour I’extrait 3 « C-
glycosides ». Concernant la souche d’E.coli, elle est considérée comme sensible a la

concentration 1/16 pour les anthocyanes et ala concentration 1/8 pour les C-glycosides.

E
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|1-5- Activité antioxydante
[1-5-1- M é&hode de DPPH

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques de Rosmarinus officinalis L. est

mesurée en présence d’un antioxydant standard qui est I’acide ascorbique.

L’activité du radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) est estimée a I’aide d’un
spectrophotométre a une longueur d’onde de 517 nm. La réduction du DPPH aboutit a un

changement de la couleur (DPPH) violette vers le jaune (DPPH-H).

La capacité de la réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance déduite

par des substances anti radicalaires.

activité antioxydante de I'acide ascorbique
100

° e

% d'inhibition
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Figure 26 : % d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations de I’acide ascorbique.
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Figure 27: % d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations des polyphénols totaux.

70
60 — —

wn
o

% d'inhibition
w D
o o
\

N
o
!

[uny
o
I

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
concentration (mg/mL)

o
I

Figure 28: % d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations des Anthocyanes.
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Figure 29: % d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations des C-glycosides.
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Figure 30 : % d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations des Aglycones.

D’apres les résultats obtenus nous avons remarqué que le pourcentage d’inhibition du
radical libre augmente avec I’augmentation de la concentration. Le taux d’inhibition du DPPH
enregistré en présence des différents extraits de la plante est inférieur a celui de I’acide

ascorbique.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le paramétre | C50.

Evaluation de I’ C50

Il exprime la quantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du
radical libre de 50%. Plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d’un

compose est élevée ce qui indique I'efficacité de I’extrait (Pokorny et al., 2001).

La concentration de I’échantillon essentielle pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a
été calculée par régression lineaire des pourcentages d’inhibitions calculés en fonction de
différentes concentrations d’extraits préparés. L’IC50 et I’activité antioxydante de I’extrait

testés sont inversement proportionnels (Prakash et al., 2007).

Les valeurs des IC50 trouvees pour tous les extraits testés figurent dans le tableau IX et dans

lafigure3l.

|
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Tableau I X : Valeurs des IC50 trouvées pour les extraits de notre plante.

Echantillons IC50 (mg/mL)
Acide ascorbique 0.045
Polyphénol s totauix 0.130
Anthocyanes 0.122
C-glycosides 0.350
Aglycones 0.370

Les résultats de I’activité anti radicalaire des extraits des feuilles de Rosmarinus
officinalis L. montrent que les quatre extraits testés possedent une activité anti radicalaire avec
un IC50 de I’ordre de 0,130mg/mL pour les polyphénols totaux et 0,122mg/mL pour les
anthocyanes, 0,350mg/mL pour les C-glycosides et 0,370mg/mL pour les aglycones.
L’antioxydant standard (I’Acide ascorbique) démontre un IC50% = 0,045 mg/mL (voir
tableau IX).
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Figure 31: Histogramme des valeurs des concentrations inhibitrices 50 des différents extraits
en mg/mL.

Extrait 1 : polyphénols totaux Extrait 2 : Anthocyanes

Extrait 3 : C-glycosides Extrait 4 : Aglycones
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D’apres I’histogramme illustré dans la figure 39, nous pouvons classer les extraits par
ordre de réactivité décroissante : I’acide ascorbique > anthocyanes> polyphénols totaux > C-
glycosides > aglycones.

Il ressort des résultats du test DPPH qu’a une concentration de 1mg/mL, I’extrait des
polyphénols totaux exerce un pouvoir de piégeage du radical libre DPPH a 70,25%. Tandis
gu’a la méme concentration, les anthocyanes inhibent ce radical libre a 60,63%. Par ailleurs,
les C-glycosides exercent un pouvoir de piégeage de I’ordre 58,26%, pour les aglycones

I’inhibition du DPPH est de 59,90% a cette méme concentration.

En comparaison avec I’antioxydant standard (I’ Acide ascorbique) démontre un 1C50%
=0,045 mg/mL, par rapport aux quatre extraits du romarin. Nos résultats concordent avec
rapporté par Jadith, (2005) qui est de I’ordre de 0,013mg/mL. Nous constatons aussi que
I’extrait des anthocyanes posséde une activité antioxydante supérieure a celle des deux autres
extraits suivit par I’extrait des polyphénols. Notre résultat est presque identique a celui

rapporté auparavant par Jadith, (2005) qui est de I’ordre de 0,013mg/mL.

La valeur d’I1C50 de I’acide ascorbique que nous avons trouvé (0.05mg/mL) est proche
de celle trouvée (0.07mg/mL) par Rached et al., (2010). Concernant I’IC50 des aglycones

concorde avec les résultats trouve par Ouici, (2012) qui est de I’ordre de 0,40mg/mL.

Des études montrent que I’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des
flavonoides dans les extraits des plantes médicinales (Mariod et al ., 2009 ; Locatelli et al .,
2010).

D’autre part, il y a aussi une corrélation entre la concentration des polyphénols et
I’activité antioxydante, ce qui confirme que les polyphénols sont des antioxydants puissants
capables d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a I’oxydation des
macromolécules. Ces résultats sont conformes avec ceux de plusieurs auteurs, qui ont
rapporté une telle corrélation positive entre le contenu phénolique total et I'activité
antioxydante (Makris et al., 2007 ; Hua et al., 2008 ; Angelov et al., 2008 ; Berrin et al.,
2008).

En effet Falleh et al., (2008) a montré que I’activité antioxydante ne depend pas seulement de
la concentration des polyphénols, mais également de la nature et de la structure des

antioxydants dans I’extrait.
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Généralement, les polyphénols ayant un nombre élevé des groupements hydroxyles

présentent une activité antioxydante tres importante (Heim, 2002 ; Torres et al., 2007).

De nombreuses études suggérent que toute plante riche en composants phénoliques est
responsable de I’activité antioxydante (Khady et al., 2009).

Une éude faite par Kang et al. (2003) a montrée que les molécules polaires présentes

dans les extraits vegétaux contribuent a I’augmentation de I’activité anti radicalaire.

Le classement des extraits selon la méthode du piégeage du radical DPPH est différent du

classement obtenu par la méthode de réduction du fer.

|1-5-2- Méhode deréduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

L activité réductrice des extraits méthanoliques de Rosmarinus officinalis L. a été
évaluée aussi en utilisant la méthode de FRAP. Cette derniere est une analyse d'activité

antioxydante rapide, reproductible, et facile a exécuter (Benzie et Strain, 1996).

La méthode est basée sur la capacité réductrice d’un composé a réduire le fer ferrique
Fe** en fer ferreux Fe?* et servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante
potentielle (Yang et al., 2008). La puissance de réduction est I'un des meécanismes
antioxydants (Karagozler et al., 2008). Par conséquent, Fe** est évalué en mesurant et en
surveillant I'augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionngl a 700 nm
(Chung et al., 2002).

Des travaux antérieurs ont indiqué qu’il y a une relation directe entre les activités
antioxydantes et la puissance de réduction des composants de quelques plantes (Yildirim et
al., 2001).

Dans cette éude, nous avons testé la méthode de FRAP, des différents extraits de la
plante. Les résultats obtenus ont permis de tracer des courbes pour chague extrait. Nous
remarguons que la capacité de réduction du fer est proportionnelle a I’augmentation de la
concentration des échantillons (Ozturk et al., 2007 ; Su et al., 2008).

-
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Pouvoir réducteur de I'acide ascorbique
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Figure 32: Pouvoir réducteur d’acide ascorbique.

D,0 1: Densité optique du 1¥ extrait « polyphénols totaux ».
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Figure 33: Pouvoir réducteur des différents extraits.
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Selon lafigure 33, I’extrait des polyphénols totaux présente une grande activité, qui
permet la réduction du fer avec une densité optique maximale de 2,54 et une concentration
de 1 mg/mL.

L’extrait des anthocyanes montre une bonne activité avec une D,0O de 2,517, en
comparaison aux autres extraits (les C-glyconsides et les aglycones) dont les D,O sont

respectivement de I’ordre de 1,62 et 1,98 alaméme concentration de 1mg/mL.

Les résultats indiquent que tous les extraits de la plante présentent des activités
antioxydantes nettement inférieures a celles de la référence (acide ascorbique), pour ce dernier
la réduction est presque totale a partir d’une concentration de 0.3 mg/mL avec une D,O de
2,809 (Figure 32).

Nos résultats concordent avec ceux de Ozturk et al., 2007 ; Su et al., 2008 et Liuk et al
.,2009, qui ont montré que toute augmentation de concentration d’échantillon conduit a

I’augmentation de la capacité de réduction defer.

Le pouvoir réducteur des différents extraits est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneurs
d’électrons. Par conséquent, les antioxydants peuvent étre considérés comme des réducteurs et
inactivateurs des oxydants (Siddhurgju et Becker, 2007). Quelques études antérieures ont
également montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur

significatif de son activité antioxydante potentielle (Jeong et al ., 2004).

D’apres nos résultats nous remarquons que les anthocyanes et les pol yphénols totaux
présentent une forte activité antioxydante, alors que les C-glycosides et les aglycones
présentent une activité assez importante par rapport a ceux trouvés par la méthode DPPH, |a
ou ils ont une activité presque nulle.

Les résultats obtenus montrent que la capacité de nos extraits a réduire le fer est
inférieure a celle de I’acide ascorbique pour les quatre extraits, avec des variations. Cette
réduction est beaucoup plus importante dans les extrait des polyphénols totaux et les
anthocyanes qui correspond a des D,O de 2,54 et 2,517 respectivement, la capacité de
réduction de ces derniers est largement supérieure aux extraits des C-glycosides et aglycones
avec des densités optiques de I’ordre de 1,625 et 1,98. Nous pouvons déduire que tous les
extraits du romarin ont la capacité aréduire le fer mais elle reste toujours inférieure a celle de

I’acide ascorbique avec une D,O= 2,809. Si nous pouvons classé nos extraits selon la

-
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puissance de réduction de fer par rapport a I'acide ascorbique, on obtiendra I’ordre suivant: les

polyphénols totaux> Anthocyanes > C-glycosides> Aglycones.

En effet le romarin est une plante qui appartient a lafamille des Lamiaceae, qui inclut
un grand nombre de plantes qui sont bien connue pour leurs propriétés anti-oxydantes et que
la plupart de leurs composants antioxydants ont été identifiés (Tepe et al., 2006 ; Kivilompolo
et al., 2007). Le romarin fait partie des antioxydants naturels accepté en tant qu'une des épices
avec l'activité anti-oxydante la plus élevée (Peng et al., 2005), cette derniére est due
principalement aux composés phénoliques, appartenant a trois groupes : les diterpénes

phénoliques, les acides phénoliques et les flavonoides (Almelaet al., 2006).

Pendant les 10 derniéres années, le romarin et ses constituants (le carnosol, I'acide
carnosique, l'acide ursolique, l'acide rosmarinique, l'acide caféique) sont 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
sesfeuilles (Wel et Ho, 2006) (Visanji et al., 2006).




Conclusion.

Ces dernieres années, il y a eu un intérét croissant pour I’utilisation des composés

biologiquement actifs isolés des extraits de plantes. Ce travail, nous a permis d’évaluer

I’activité antioxydante et antimicrobienne des |'extraits méthanoliques des feuilles de

Rosmarinus officinalis L. On peut conclure que :

v

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux par le réactif de Folin-ciocalteu a révélé
gue le romarin contient 12.87mg EAG/g d’extrait.

Le dosage quantitatif des trois extraits flavoniques par la méthode d’AlCl3 arévél é des
teneurs de I’ordre de 1.13mg/g pour les anthocyanes ; 0.07mg/g pour les C-glycosides
; et 0.045mg/g pour les aglycones.

D’une part, I’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de réduction de fer, a
montré gque I'extrait des polyphénols totaux possede une bonne activité avec une D.O
de 2.54nm vis-&vis du Fe**, suivi des anthocyanes avec une D.O de 2,52 nm. Les C-
glyconsides et les aglycones présentent respectivement des valeurs de I’ordre de
1,62nm et 1,98nm ala méme concentration de Img/mL.

D’autre part, la méthode de piégeage du radical libre DPPH, a montré que I’extrait des
anthocyanes est le plus actif, avec une valeur d’IC50 de I’ordre de 0,122 mg/mL,
comparable a celle de I’acide ascorbique (IC50 =0,045 mg/mL), suivit de I’extrait des
polyphénols totaux, des C-glycosides et les aglycones, ayant respectivement des IC50
de I’ordre de 0.130mg/mL ; 0.350 mg/mL ; 0.370 mg/mL.

Les résultats ont montré une activité antibactérienne efficace contre les bactéries

testées, notamment |’extrait des polyphénols totaux a manifesté une activité modérée sur

Saureus, et une faible activité sur E. coli. En revanche les anthocyanes et les C-glycosides

ont présenté des bonnes activités vis-a-vis des deux bactéries. Pour ces différents extraits, on

remargue que les anthocyanes montrent une activité plus élevée que les autres I'extraits

méthanoliques.

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se

caractérise par un réservoir assez important des métabolites secondaires avec des

caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre

exploitées par les recherches, a cet effet, et comme perspectives on propose de :

Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui pourront répondre aux

differents problemes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.

N



Conclusion.

Développer des médicaments antibactériens a base des plantes.

La substitution des agents antimicrobien classiques par les extraits des plantes qui ne
cessent de nous éonner par leur pouvoir mal exploité mais tres prometteur.

Il serait également intéressant de réaliser d’autres études pour évaluer le potentiel in
vivo sur modele animal.

Définir le mécanisme d’action de | activité antimicrobienne de cette substance

végétale sur les microorganismes.

B
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Résumé

L’émergence de microorganismes pathogénes, pose actuellement un probléme de santé
publique. En effet, |a résistance des germes aux antibiotiques rend quelques fois le traitement
thérapeutique inefficace et impose la recherche de nouveaux agents antimicrobiens. Le
recours aux plantes médicinales constitue alors une intéressante piste a explorer. C’est dans
cette perspective que nous nous sommes intéressées a I’étude des activités biologiques de la
plante du romarin ( Rosmarinusofficinalis L.) qui a pour objectif d’identifier les différentes
familles de composés chimiques par un screening phytochimique. Quatre extraits bruts ont été
préparés a partir des feuilles du romarin (les polyphénols totaux, et les trois classes de

flavonoides : les anthocyanes, les C-glycosides et |es aglycones).

Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux sont déterminés par la méthode de
Folin-Ciocalteu a partir des courbes d’étalonnage d’acide gallique. Les résultats obtenus sont
relativement importants de I’ordre de (12,87 mg EAG/g Ex). Par contre ceux des flavonoides
(les anthocyanes, les C-glycosides et les aglycones) ont montré des quantités assez faibles
avec desteneurs de 1,13mg/g, 0,07mg/g et 0,045mg/g respectivement.

L es polyphénols totaux et les anthocyanes ont manifestés un pouvoir antioxydant
plusimportant. Avec desvaleursde D,O de 2,54 et 2,517 par la méthode de réduction de
fer (FRAP), et avec des pourcentages (70,25% ) et (60,63%) par la méthode de piégeage
du radical libre DPPH .

L’effet antimicrobien a été déterminé par la méthode de diffusion sur gélose Mueller-
Hinton pour les bactéries-tests Staphylococcus aureus et Escherichia coli. L’extrait des
polyphénols totaux a montré un résultat uniquement contre S.aureus avec un diamétre de zone
d’inhibition de 13,75mm. En revanche les anthocyanes et les C-glycosides ont présenté des
bonnes activités antibactériennes avec des diamétres atteignant (13,75 mm et 14,5 mm

respectivement vis a vis des deux souches.

Mots clés: Rosmarinus officinalis L.,composés phénoliques, activité antioxydante, activité
antibactérienne.



Summary

The emergence of pathogenic microorganisms currently poses a public health problem.
Indeed, the resistance of germs to antibiotics renders therapeutic treatment sometimes
ineffective and requires the search for new antimicrobial agents. The appeal to healing plants
establishes then one interesting tracks to be explored; it is in this perspective that we were
interested in the study of the biological activities of the rosemary (Rosmarinus officinalis
L)which has for objective to identify the various families of chemical compounds contained in
sheets by a phytochemical screening.Four rawextracts were prepared from the sheets of the
rosemary among the total polyphenols and three classes of flavonoids (the total polyphenoals,

the anthocyanins, the C-glycosides and the aglycones).

The colorimetric quantitative dosages of the total polyphenols by the method of Folin-
Ciocalteu is determined from the curves of calibration of Gallic acid, the obtained
results(profits) indicate that their quantity is relatively important in the sheets(leaves) of the
rosemary (12,87 mg EAG / g Ex). As well as the rate of three classes of flavonoids by the
method of AICI3, the results(profits) showed low(weak) quantities with 1,13mg / g for
anthocyanins and 0,07mg / g for C-glycosides and 0,045mg / g concerning aglycones.

The evaluation of the antioxidizing activity of extracts méthanoliques by the method
of iron reduction ( FRAP) with D, O of the order of 2,54 and 2,517 found and the method of
the trapping of free radica DPPH with (70,25 %) and (60,63 %) for the total polyphenols and

the anthocyanins respectively show a more important antioxidant power.

The antimicrobial effect in  summer determined by the method of
distribution(broadcasting) on gélose Mueller-Hinton for bacteria-tests Staphylococcus aureus,
Escherichia coli.The results(profits) highlight that the extract of the total polyphenols showed
an activity moderated against S.aureus with a diameter of 13,75mm, and a low activity against
E.coli (6mm. On the other hand anthocyanins and C-glycosides presented good one(maid)
sactivités closed view(counterpart) both bacteria with reaching(affecting,achieving) diameters
(13,75mm and 14,5mm).

The expression of the resultsof the antioxidant and antibacterial activity showed that

the extracts of the rosemary were more active, as antioxidant and antibacterial agents.

Keywords. Rosmarinus officinalis L., phytochemical study, consisted phenaolic, antioxidizing

activity, antibacterial activity.
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