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Résumeé

Le romarin utilisés depuis antiquité en médecine traditionnelle est reconnus par ses vertus
thérapeutiques.

Dans ce contexte, le présent travail concerne I’étude du pouvoir antioxydant et antibactérien de
Salvia rosmarinus ( romarin) qui est une plante trés populaire en Algérie et dans le monde.

Les parties aériennes (feuilles et tiges) de la plante ont été récoltées de la région de Mila, puis
ont été soumis a une macération a froid dans le méthanol afin d’extraire les différents
meétabolites secondaires.

Le screening phytochimique de I’extrait MeOH indique sa richesse en métabolites secondaire
notamment: les Flavonoides, phénol, tanins, coumarines, quinones et terpenoides.

Le dosage des polyphénols totaux a été détermine par la méthode Folin-Ciocalteu (151.963 mg
EAG/g d’extrait) a I’aide de I’acide gallique comme phénol standards.

Les résultats obtenus pour I’activité antiradicalaire (DPPH) en utilisant 1’acide ascorbique
comme standard montre que I’extrait MeOH présente une activité antioxydante modéré avec
une 1Cs0=151.74 pg/ml en comparaison avec la reférence (1Cs0=18.9 ug/ml).

L’extrait méthanolique montre une activité antibactérienne vis-a-vis Bacillus subtilis seulement
avec des zones d’inhibition de 15.59, 15.12, 10.54 mm pour les concentrations 400, 200 et 100

mg/mL et aucune activité contre les souches : Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.

Mots clés : Salvia rosmarinus, polyphénols, activité antioxydant, activité antibactérienne.



Abstract

Rosemary (Salvia rosmarinus) is a medicinal and aromatic plant that has been used since ancient
times in traditional medicine due to its numerous therapeutic properties. In this context, the
present study aimed to evaluate the antioxidant and antibacterial activities of the methanolic
extract of Salvia rosmarinus, a plant widely distributed and commonly used in Algeria and
throughout the world.

The aerial parts of the plant (leaves and stems) were collected from the Mila region and
subjected to cold maceration in methanol to extract the different secondary metabolites.
Phytochemical screening of the methanolic extract revealed the presence of several secondary
metabolites, particularly flavonoids, phenolic compounds, tannins, coumarins, quinones, and
terpenoids.

The total polyphenol content was determined using the Folin—Ciocalteu method and was found
to be 151.963 mg gallic acid equivalents (GAE)/g of extract, with gallic acid used as the
reference standard.

The antioxidant activity was assessed using the DPPH free radical scavenging assay, with
ascorbic acid as the standard reference. The results showed that the methanolic extract exhibited
moderate antioxidant activity, with an ICso value of 151.74 pg/mL, compared with 18.9
pg/mL for the reference standard.

Regarding antibacterial activity, the methanolic extract exhibited inhibitory activity only against
Bacillus subtilis, producing inhibition zones of 15.59, 15.12, and 10.54 mm at concentrations of
400, 200, and 100 mg/mL, respectively. No antibacterial activity was observed against
Pseudomonas aeruginosa or Escherichia coli.

Keywords: Salvia rosmarinus; polyphenols; antioxidant activity; antibacterial activity.
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Introduction générale



| ntroduction générale

Depuis I'Antiquité, les plantes ont été utilisées comme sources essentielles pour le
développement de nouveaux traitements, fournissant des composés bioactifs qui soutiennent
I'innovation pharmaceutique et les pratiques thérapeutiques traditionnelles a travers le monde.
L'Organisation mondiale de la santé (OMS 2023) estime que plus de 35 000 espéces de plantes
sont utilisés a des fins médicinales, et 70 % des matieres premieres pharmaceutiques dérivent

des sources végétales [1].

Les plantes aromatiques et médicinales représentent une ressource précieuse en raison de la
découverte progressive des applications de leurs molécules biologiquement actives dans le
secteur de la santé, et le secteur économique tels que les cosmétiques, les produits

pharmaceutiques et I'industrie des parfums [2].

Le romarin I'une des plantes aromatiques et médicinales appartenant a la famille des
Lamiacées, largement utilisé dans les produits pharmaceutiques et la médecine traditionnelle
dans le monde et en Algérie [3]. Cette plante est tres riche en métabolite secondaires et huiles
essentielles [4], qui lui conferent des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes,

antispasmodiques et anticancereuses.

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, le présent travail ayant pour

objectifs la caractérisation phytochimique de ’extrait issu de cette plante, a travers des analyses

quantitatives et qualitative, ainsi 1’étude biologiques (antioxydant et antibactérienne) de 1’extrait

méthanolique.
Notre manuscrit est composé de deux parties :
Une premiere partie bibliographique, comportant deux chapitres dont :

» Le premier chapitre est consacré a I’étude bibliographique qui représente des généralités sur
la famille Lamiaceae et le romarin et leurs description botanique et caractéristiques

pharmacologiques.

» Le deuxieme chapitre portera sur 1’étude des métabolites secondaires et les activités

biologiques.



Une deuxiéme partie expérimentale comporte la présentation de nos travaux personnels,
incluant deux chapitres :

» Le premier chapitre est une étude expérimentale décrit brievement la méthode
d’extraction de la plante étudiée et les tests réalisées : screening phytochimique, dosage
de polyphénols, [Iactivit¢é antioxydante par le radicale DPPH et [Iactivité
antibactérienne.

» Le deuxieme chapitre est consacré a la discussion des resultats de différents tests

Biologiques et chimiques effectués.

Et nous terminons par une conclusion générale qui résume notre travail.



PARTIE 1
Synthese bibliographique



Chapitre I :
Apercus bibliographiques sur la
famille des Lamiaceae et I’espéce

Salvia rosmarinus



Partie 1 : Chapitre | Apercus bibliographigues I’espéce Salvia rosmarinus

1. Représentation de la famille des Lamiaceae

La famille des Lamiaceae, anciennement appelée Labiatae, en raison de ses fleurs caractérisées
par une corolle bilabiée, présente plus de 7000 espéces regroupées en 240 genres, ses especes
présentent des propriétés aromatiques, ce qui lui confére une grande pertinence économique

étant appliquées dans les cosmétiques et les remedes a base de plantes [5].

Cette famille présente de nombreuses espéces riches en flavonoides, composées phénoliques et
terpénoides [6], comme : le thym, ’origan, la sauge, la mélisse et le romarin. Cette variété de
composés bioactifs confere aux Lamiacées des propriétés antioxydants, anti-inflammatoires,
anticancéreuses, insecticides, fongicides et bactéricides [7].

1.1. Caractére botanique et répartition

Les Lamiaceae sont rarement ligneuses, a tige quadrangulaire. Les feuilles sont opposées et
disposées en paire se croisant d’un nceud a l’autre, dépourvues de stipules, a limbe
généralement denté. Les fleurs généralement sont hermaphrodites, a symetrie bilatérale ou
parfois presque radiaire. Les sepales (calice) et les pétales (corolle) sont soudes en tubes
comportant habituellement quatre ou cing lobes, ou levres, de forme irréguliere. Les deux,
quatre ou cing étamines sont attachées a l'intérieur du tube corollaire. L'ovaire est supére, libre
et possede deux carpelles [8]. Les plantes de la famille des Lamiacées sont reparties dans le

monde entier, avec une presence significative dans les régions tempérées et subtropicales [9].
1.2. Les propriétés pharmacologiques

Les Lamiacées sont connus pour leurs divers effets theérapeutiques :
» Thymus vulgaris utilisés pour traiter les affections respiratoires et les troubles digestifs [10].

» Les huiles essentielles d'Ocimum basilicum et Salvia rosmarinus étaient utilisées comme
remedes naturels contre lI'inflammation et les infections microbiennes [11]. Ainsi ils ont un
réle dans la prévention et la gestion des maladies chroniques[12].

» Origanum vulgare (origan) riche en composés phénoliques possede un bon pouvoir
antioxydant [13].

>  Les especes de Salvia démontrent des effets neuroprotecteurs grace a la présence d'acide

rosmarinique [14].
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> Les huiles essentielles de Mentha (menthe) et de Thymus (thym) présentent une activité a
large spectre contre divers pathogenes, y compris des espéces bactériennes, fongiques et

virales, telles que Staphylococcus aureus et Escherichia coli [15].

> Des composeés comme l'acide rosmarinique et les terpénes des espéces de Salvia et de
Thymus ont démontré la capacité de cibler sélectivement les cellules cancéreuses, offrant

ainsi le potentiel de thérapies anticancéreuses [16].

Figure 1 : Exemples des plantes de la famille des Lamiaceae
2. Présentation de romarin

Le genre Rosmarinus a été fusionné avec le genre Salvia dans une récente analyse
phylogénétique. Comme le nom Salvia officinalis était déja utilisé lors de la fusion, cette espéce
avait besoin d’une nouvelle épithéte spécifique dans Salvia, elle est donc maintenant connue
sous le nom de Salvia rosmarinus [17].

2.1. Description botanique

C’est un arbuste ou sous-arbrisseau de 50 cm a 1 métre et plus, toujours vert, tres aromatique,
rameux, trés feuillé, ligneux, odorant, a feuilles linéaires avec marges révolutées, gaufrées,
verdatres en dessus, hispides blanchatres en dessous, calice en cloche, corolle bleu pale ou
blanchatre, 1’inflorescence est en épis tres courts [18] [19]. Son écorce s’écaille sur les branches
les plus agées, et son odeur est extrémement odorante et tenace. La floraison commence dés les

mois de janvier/février et se poursuit jusqu’en avril/mai [20].
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Figure 2 : ’espéce Salvia rosmarinus

2.2. Répartition et classification
Les régions de la méditerranée représentent une zone principale d'existence des différents
types de romarin ; cette plante occupe de vastes superficies du nord de I'Afrique, et du sud de
I'Europe. Il apprécie les climats chauds ou modérément secs [21] [22].

» Noms vernaculaire

Appellations régionales en Algérie :
Région de I'Est : EKIil

Région de I'Ouest : Helhal

Région du Centre : Yazir

Tableau N° 1 : Position systématique de Rosmarinus (plants 2020).

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Super division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Salvia
Espéce Salvia rosmarinus
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2.3. Principes actifs
Le romarin contient de nombreux composés bioactifs responsables de ses activités médicinales :

> Acides phénoliques : surtout acide rosmarinique, acides caféique, salvianoliques,
sagérinique [23].

» Flavonoides : lutéoline-7-glucoside, rutine, quercétine, génkwanine... [24].

> Huiles essentielles : surtout 1,8-cinéole (eucalyptol), a-pinéne, camphre, bornéol,
camphéne, myrcene, limonene, verbénone [25].

> Diterpénes : acide carnosique, carnosol, rosmanol, rosmaridiphénol, rosmadial [26].

> Triterpénes : acides ursolique, oléanolique, micromérique, corosolique [27].

> Autre composants : tanins, saponines, coumarines, glycosides, stérols [28].
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Figure 3 : Structure chimique de certains métabolites secondaires de Romarin: carnosol (A), acide
carnosique (B), acide rosmarinique (C), acide ursolique (D), acide oléanolique (E) et acide
micromérique (F).

2.4. Les propriétés pharmacologiques

En médecine traditionnelle, les feuilles de romarin sont utilisées pour leurs activités
antibactériennes, carminatives et comme analgésiques pour les muscles et les articulations. De
plus, les huiles essentielles et les extraits de romarin obtenus a partir des fleurs et des feuilles
sont utilisés pour traiter les petites blessures, les éruptions cutanées, les maux de téte, la
dyspepsie, les probléemes de circulation, mais aussi comme expectorant, diurétique et
antispasmodique dans les coliques néphrétiques. Le romarin est connu pour exercer une activité
antioxydant, inhibant ainsi la génotoxicité et protégeant des agents cancérigenes ou toxigques
[29].
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- L’activité antitumorale : Etant donné que le romarin est riche en composés phénoliques, les
polyphénols sont des composés capables de moduler la croissance et la différenciation
cellulaires et ainsi d'interférer avec le développement et la progression des tumeurs. L'acide
rosmarinique et le carnosol représentent environ 5 % du poids des feuilles séchées de romarin

ont une grande pertinence antitumorale [30].

-Activité antioxydant : les feuilles de Salvia rosmarinus sont couramment utilisees comme
source de composés antioxydants employés dans la conservation des aliments dans la
prévention et le traitement des maladies associées aux dommages oxydatifs, y compris le

cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives [31]. [32].

- L’activité antimicrobienne: Depuis les années 1990 jusqu'en 2014, I'huile essentielle de
romarin a démontré la plus haute activité antimicrobienne, avec 65 % des études sur l'activité
anti-infectieuse. L'activité antimicrobienne de I'huile essentielle était supérieure, comparée aux

composes uniques 1,8-cinéole et a-pinene [33].

-Activité anti-inflammatoires et analgésiques : En médecine populaire, le romarin est connu
pour ses propriétés thérapeutiques contre les douleurs abdominales et pour le traitement des
maladies inflammatoires respiratoires, telles que I'asthme bronchique .Certaines études
expérimentales ont rapporté les activités anti-inflammatoires et analgésiques de I'huile
essentielle et des terpénes biologiquement actifs tels que I'acide carnosique, le carnosol, I'acide

ursolique et I'acide bétulinique, I'acide rosmarinique, le rosmanol et I'acide oléanolique[34].
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1. Les métabolites secondaires

A cOté des métabolites primaires (glucides, lipides, protéines) qui sont la source principal des
grandes voies de métabolisme basal, les plantes contiennent aussi les métabolites secondaires
qui sont des molécules n’interviennent pas a la vie de la plante mais, ils sont trés importants
dans les interactions des plantes avec leur environnement [35] comme les parasites, les
prédateurs, ainsi que les agents de pollinisation et de dissémination. Ces différentes relations

sont conduites & une diversification extréme des composés secondaires [36].
1.1. Les alcaloides

Ce sont des molécules organiques azotées, a propriétés basiques ou amers et ayant des
propriétés thérapeutiques ou toxiques. Ils ont des structures trés diverses et dérivent de
différents acides aminés ou de I’acide mévalonique en passant par différentes voies
biosynthétiques. Ils sont utilisés comme anticancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles

nerveux (maladie de Parkinson) [37].
1.2. Les terpénes

Les terpénoides représentent le groupe le plus connu de métabolites secondaires dans les
plantes [38]. Leur structure de base est constituée d’un assemblage d’un nombre variable
d’unités 2 méthyl butane (isopréne CsHg). Les isoprénes peuvent étre modifiés par I’ajout de
groupes méthyles ou ajout d’atomes d'oxygene. La complexité des voies biosynthétiques des

terpénoides végetaux est a l'origine de leur diversité chimique [39].
1.3. Les composés phénoliques

Les polyphénols représentent une catégorie étendue de composés difficiles a caractériser de
manire simple. L’aspect structural essentiel qui les distingue est la présence d'au moins un
noyau benzénique, auquel est directement associé au moins un groupe hydroxyle, qu'il soit libre
ou impliqué dans une autre fonction comme I'éther, I'ester ou I'nétéroside [40]. La structure des
polyphénols est provient des deux voies métaboliques principales : la voie de shikimate et la

voie de I’acétate [41].

Il existe quatre principales familles de composés phénoliques : les acides phénoliques, les

flavonoides, les tanins et les coumarines [42].

11
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1.3.1. Les acides phénoliques :

Les acides phénoliques, sont des composes hydrophiles présents dans les tissus végétaux,
généralement sous forme liée (glycosides, esters, etc.) et rarement a I'état libre. On les retrouve
associés a d'autres éléments naturels comme les flavonoides et les acides gras. Leur
concentration dans les matiéres premieres végétales est affectée par des facteurs tels que les
conditions climatiques, les pratiques agricoles, les méthodes de fertilisation et le moment de la
récolte. Dans l'industrie alimentaire, ces composés modifient la couleur, le goQt, I'aréme et la

résistance a l'oxydation des produits [43].
1.3.2. Les flavonoides

Ils sont considérés comme des micronutriments importants pour la plante car ils peuvent jouer
des rdles antioxydants et possédent des propriétes biologiques diverses.

La structure des flavonoides repose sur des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone
Contenant 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques,

représentees par les lettres A et B, connectes par un hétérocycle oxygené, symbolisé par la lettre

C. portant des fonctions phénoliques libres, éthers ou glycosides [44].

Figure 4 : Structure général des flavonoides.
1.3.3. Les coumarines

Possedent un noyau benzo (2H)-1 pyrannone-2 constitué de neuf atomes de carbone. Ces
composés proviennent de la cyclisation de l'acide cis-cinnamique oxygéné a C-2. Les

coumarines sont remplacées par un hydroxyle ou plus sur les six positions disponibles [45].

Les coumarines sont classées en catégories, en fonction de la nature des substituants présents
dans leur structure : les coumarines simples, les furanocoumarines, les pyranocoumarines, les

dicoumarines [46].

12
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Figure 5 : Structure de base des coumarines.

1.3.4. Les tanins

Ce sont des composés polyphénoliques non, solubles dans 1’eau, I’alcool, mais peu soluble
dans I’éther. Dans les plantes, tous les organes peuvent en produire (racine, rhizome, écorce,

feuille, fleur, fruits, graines,...).

Il'y a deux types de tanins ; les tanins hydrolysables sont les tanins galliques et tanins
ellagiques. Les tanins condensés (tanins catéchiques) sont non-hydrolysables [47].

OH
HO Tannins @
@_1 i ) ol
Sy e 1468
HO 1« OH
OH OH
HbO procyamdine B-2

ventagalloviglucose

Tanin condensé (5) Tanin hydrolysable (6)

Figure 6 : Structure des tanins hydrolysables et tanins condenses.
2. Méthodes d’analyse qualitative et quantitative

- Le screening phytochimigue

Le screening phytochimique est ’ensemble des tests chimiques spécifiques basés sur des
réactions de coloration, de turbidité ou de précipitation réalisés sur la plante étudiée afin de
détecter la présence ou I’absence de certains composés appartenant aux métabolites secondaires
[48].

Ces réactions permettent de mettre en évidence une liste de molécules comme les polyphénols
totaux (Tanins, les anthocyanes, les flavonoides, les coumarines), les terpénes, les Alcaloides,
les quinones... [49].

13
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-Le dosage des polyphénoles

La quantification des composés phénoliques est réalisée par une méthode
spectrophotométrique en utilisant la méthode colorimétrique avec le réactif de Folin-Ciocalteu
[50].

Le réactif de Folin-Ciocalteu est composé d'un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HzPMo012040). Il est transformé par les phénols en
un mélange d'oxydes bleus de tungstene (WsO23) et de molybdene (MogO23). Cette coloration
bleue est liée a la concentration de composés phénoliques dans le milieu réactionnel, atteint son

pic d'absorption a 765nm [51].
3. Les activités biologiques

3.1. L’activité antioxydante

L'activité antioxydante est la capacité d'un composé a résister a l'oxydation. Parmi les
antioxydants, on trouve le B-carotene, l'acide ascorbique ou vitamine C, le tocophérol, ou
vitamine E.

La majorité des antioxydants de synthése ou d'origine naturelle contiennent des groupes
hydroxyphénoliques dans leur structure. Les propriétés antioxydantes de ces composés sont
attribuées en partie a leur capacité a capturer les radicaux libres, tels que les radicaux
hydroxyles (OH) et les superoxydes (02) [52].

3.1.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre les agents pro-oxydants et les
antioxydants présents dans l'organisme ; ce dernier est généralement équilibré par le systeme de
défense antioxydant, qui englobe plusieurs enzymes antioxydants ainsi que des antioxydants

non enzymatiques [53].

Ce désequilibre peut provenir de différentes sources, parmi lesquelles la production excessive
interne d'agents pro-oxydants liés a [linflammation, un manque dantioxydants dans
I'alimentation ou méme une exposition environnementale a des éléments pro-oxydants (comme
le tabac, l'alcool, les médicaments, les rayons gamma, les rayons ultraviolets, les herbicides et

les métaux toxiques) [54].
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3.1.2. Les antioxydants

Les antioxydants peuvent étre soit des enzymes, soit des molécules simples. Certains sont
générés par le corps lui-méme, on parle alors d'antioxydants endogenes, tandis que d'autres
proviennent de l'alimentation ou des médicaments et sont donc considérés comme exogénes
[55].
3.1.2.1. Les antioxydants naturels
v' Lavitamine E :

C’est une vitamine liposoluble qui se trouve en quantit¢ importante dans les huiles
végeétales (par exemple, I'huile de palme, d'olive et de tournesol). La vitamine E comprend
un ensemble de huit molécules organiques, incluant quatre tocophérols et quatre tocotriénols
[56].

v' Lavitamine C

C’est une vitamine hydrosoluble vitale pour la santé [57], qui agit directement avec les
radicaux libres et neutralise le peroxyde d'hydrogene (H20.). Cela contribue a proteger les
cellules face au stress oxydatif. [58]. La vitamine C est réactive a la chaleur et a la lumiere,
ce qui peut provoquer une dégradation partielle de sa structure [57].

v' Lavitamine A

La vitamine A est une vitamine liposoluble, qui fait partie de la famille des rétinoides

d’origine animale et des caroténoides d’origine végétale [59].
v" Les composés phénoliques

Ils se divisent en quatre catégories : acides phénoliques (ex. acides gallique et caféique),
diterpenes (ex. carnosol), flavonoides (ex. quercétine) et huiles volatiles (ex. eugenol). Les
acides phénoliques neutralisent principalement les radicaux libres, tandis que les flavonoides
peuvent également chélater des métaux [60].

3.1.2.2. Les antioxydants synthétiques

Hydroxyanisolebutylé (BHA), Hydroxytoluene butylé (BHT), tertButylhydroquinone
(THBQ) et Gallate de propyle (GP), sont les antioxydants synthétiques les plus connus. Ils
sont toujours remplacés par un alkyle pour augmenter leur solubilité dans les graisses et les
huiles [61].
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3.1.3. Les radicaux libres

Un radical libre est une entité chimique, comme un atome ou une molécule, qui comporte
un ou plusieurs électrons célébataire sur sa couche externe. Ces éléments sont tres reéactifs
grace a cette propriété, car ces électrons ont une capacité a se ré-associer, ce qui trouble
d'autres molécules et détériorent tout ce qu'ils croisent. De ce fait, ils présentent une grande
réactivité avec d'autres molécules et ont une demi-vie tres courte, allant de la nanoseconde a

la milliseconde [62].
3.1.4. Evaluation de P’activité antioxydante

Le radical DPPH (2.2'-diphényl-I-picryl-hydrazyl) est stable & température ambiante et se
distingue par sa couleur rose-violacée bien caractéristique. L'extrait préparé contient des
antioxydants qui le réduisent, provoquant une transformation de couleur facilement
mesurable par spectrophotométrie a 517 nm, entrainant ainsi une réduction de I'absorbance.
La technique est généralement normalisée par rapport a un témoin positif effectué avec un

antioxydant standard, tel que I'acide ascorbique (Vit C) [63].

L'estimation de [lactivité antioxydante est réalisée en se basant sur la formule de

pourcentages d'inhibition :

A controle-A extrait
1 %=[

X
Acontrole 1x100

e 1(%) : pouvoir d’inhibition en %.
e A contrdle: absorbance de la solution de DPPH en absence de I’extrait.
e A extrait : absorbance de la solution de DPPH en présence de 1’extrait [64].
Afin de décrire plus précisément le pouvoir antiradicalaire, on introduit le paramétre 1Cso

(la concentration inhibitrice de 50% de radicale libre DPPH dans le milieu réactionnel.

3.2. L’activité antibactérienne

Une substance antibactérienne ou bactéricide est une matiére qui a la propriété d’éliminer

les bactéries [65].
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3.2.1. Généralité sur les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires de type procaryote. Elles possédent une
longueur de quelques micrométres (de 0,5 a 5 um) et peuvent se manifester sous diverses formes
: sphériques (coques), allongées ou en forme de batonnet (bacille), et avec des structures plus ou
moins en spirale (spirilles) [66].

Les bactéries sont répandues et se trouvent dans tous les milieux de vie : sol, air, eau, sur les
plantes et les animaux... etc. Toutefois, ces diverses especes de bactéries sont pathogenes et

causent des maladies infectieuses telles que le choléra, la syphilis et la tuberculose [67].

En fonction de la composition de la paroi cellulaire, Les scientifiques classent les bactéries en
deux grands groupes : bactéries de gram positif et gram négatif [68].

Les bactéries Gram +: composent plus de 66 % des classifications de Bergey et possédent une

paroi cellulaire qui détermine leur forme, formée d'une couche de peptidoglycane entre la
membrane externe et la membrane cytoplasmique. Les bactéries Gram + ont generalement une
paroi qui presente une épaisseur de 15 a 20 nm. Des lipoprotéines assurent la liaison entre le

peptidoglycane et la membrane externe.

Lipopolysaccharnde
Phospholipide

Proteine

Membrane
externe

Peptidoglycane

Membrane
plasmique

- 5
| S | W | Su— ]

Lipoproteine

Figure 07 : La membrane des bactéries gram positives.

v’ Les bactéries Gram - : ces bactéries ont une seul paroi constituée de trois couches : la
couche de peptidoglycanes formant la paroi cellulaire, I'espace périplasmique et la
membrane plasmique [69].
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Figure 08 : La membrane des bactéries gram négatives.
3.2.3. Quelques souches bactériennes:

» Escherichia coli : Gram -

Est un bacille aérobie-anaérobie facultatif a gram négatif, membre de la famille des
entérobactéries  (Enterobacteriaceae), qui se trouve dans le tube digestif et
les tissus intestinal de I'nomme et des animaux [70]. Sa taille varie selon les conditions de
croissance de 0,5 a 2 um en largeur et de 2 a 6 um en longueur, et peut parfois étre plus
grande [71].

Figure 09 : Escherichia coli sous microscope.
» Pseudomonas aeroginosa : Gram -
Est un bacille a Gram négatif, ces bactéries fines sont de 1,5 & 3um de long et 0,5a 0,8 um
de large. Elles sont mobiles grace a une ciliature de type polaire monotriche, ce type de
bactéries posséde un aspect de vol moucheron. Elles sont responsables de 10 % de

I’ensemble des infections nosocomiales [70].
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Figure 10 : Pseudomonas aeroginosa sous microscope.

» Bacillus subtilis : Gram +

Egalement appelé bacille du foin ou bacille de I'herbe, est une bactérie Gram-positive qui
se caractérise principalement par sa nature ubiquitaire. Elle mesure entre 2 et 4 um de long
et entre 0,5 et 2 um de large. Elle présente une structure cellulaire sous forme de batonnets
droits a d'extrémités arrondies. Elle est mobile en raison d'une ciliature péritriche (un
mécanisme de flagelle qui couvre toutes les faces de la surface d'une bactérie). Elle est
strictement aérobie, sa température idéale est de 40 °C, généralement trouvée dans le sol.
Capable de former une endospore solide et protectrice, classée comme un aérobie obligatoire
[72].

Figure 11 : Bacillus subtilis sous microscope.
> Staphylococcus aureus :Gram +
Staphylococcus aureus est une bactérie anaérobie facultative, a Gram positif, découverte
par le Dr Alexander Ogston en 1880. Elle est présent dans l'environnement et est
devenue comme l'un des pathogénes les plus fréquemment identifiés dans les infections liées

aux traitements hospitaliers. De plus, S. aureus est a l'origine de diverses pathologies, allant
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des infections cutanées simples a des maladies danger, comme les abcés, la pneumonie, la

meningite, I'endocardite et la septicémie [73] [74].

Figure 12 : Staphylococcus aureus sous microscope apreés la coloration de Gram.
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Introduction

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau de I'université Abdelhafid Boussouf , Mila,
plus précisément a la faculté de Science de la nature et de la vie dont nous avons effectué
I’extraction, caractérisation de 1’espéce Salvia rosmarinus, l'analyse qualitative (screening), et
quantitative (dosage polyphénols), ainsi I'estimation du pouvoir antioxydant et antibactérien de

I’extrait méthanolique .
Notre démarche expérimentale se subdivise en quatre étapes principales :

» Extraction

» Caractérisation phytochimique : Réalisation des tests de screening pour détecter les
différents métabolites secondaires.

» Analyse quantitative : Détermination de la teneur en polyphénols totaux.

> Evaluation des propriétés biologiques : Mesure de la capacité antioxydante contre le

radicale libre, et antibactériennes vis-a-vis des souches bactériennes.

1. Matériel

1.1. Appareillage

* Spectrophotomeétre UV-Visible
* Bain Marie

« Etuve

* Balance de précision

* Vortex

*Autoclave

*Bec Bunsen

1.2. Matériels et produits chimiques

Matériels Produits chimiques
Tubes a essai Méthanol
Erlenmeyer L’acide gallique
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Spatule Réactif de Folin-Ciocalteu
Pipette graduée Carbonate de sodium
Papier filtre DPPH
Boites de Pétri Chlorure ferrique
Les embouts Acide ascorbique
Fiole a jauge Hydroxyde de sodium
Eprouvette DMSO
Micropipette Acide Sulfurique
Ecouvillons stériles HCI

1.3. Matériel végétale

Les parties aériennes (feuilles et tiges) de Salvia rosmarinus ont été récoltées au moins de
février 2026 dans la wilaya de Mila .Apres la récolte, la plante a été séchée a 'ombre dans un

endroit sec et aéré pendant 7 jours.
1.3.1. Extraction et macération

Une quantité de 25 g de matériel vegétal séché a été broyée pour obtenir une poudre utilisée
dans la préparation de I'extrait. Cette poudre a été placée dans un erlenmeyer contenant du
méthanol comme solvant. Le mélange de la poudre vegétale et du solvant a été soumis a une
maceration a froid durant 24 heures, a une température ambiante, le mélange a été agité
régulierement pour optimiser I'extraction des composés. Une fois la macération termineée,

I’extrait a été filtré, et par la suite séché dans une étuve a 37 °C.
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Matériel

Extrait
methanolique
m=1.39

vegétale | Macération a
(feuilles froid dans
et tiges) methanol
m=25¢

Figurel3 : protocole d’extraction de Rosmarinus officinalis.
2. Screening phytochimique

Un screening phytochimique a été réalisé sur I'extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis
dissous dans le méthanol afin d’identifier ses principaux constituants. Le protocole adopté pour

ce screening est détaillé comme suit :

Phénol : Les composés phénoliques ont été mis en évidence en melangeant 2 mL d’extrait
MeOH avec 3 a 4 gouttes d’une solution de chlorure ferrique (FeCls) a 5 %. L’apparition d’une
coloration verdatre a confirmé leur présence [75].

Tannins : Pour identifier la présence de tanins, 2 mL d'une solution de chlorure ferrique a 5 %
ont été mélangés a 1 mL de I'extrait. Le mélange a ensuite reposé pendant 2 minutes. Une

coloration bleu foncé ou noir verdatre a servi d'indicateur de la présence des tanins [76].

Flavonoides : Pour identifier la présence de flavonoides, on ajoute quelques gouttes d'acide
chlorhydrique concentré (HCI) ainsi que quelques milligrammes de magnésium (Mg) a 1 mL de

I'extrait. L'apparition d'une couleur rouge ou orange confirme alors leur présence [77] [78].

Quinone : Pour détecter la présence de quinones, 1 mL H>SO4concentré a été soigneusement
ajouté a 1 mL de l'extrait. L'apparition d'une coloration rouge a confirmé la présence de

quinones [76].
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Saponines : Un test de formation de mousse a été effectué en combinant 2 mL d'extrait avec 2
mL d'eau distillée. Le mélange a ensuite été agité pendant 15 minutes. L'apparition d'une

couche stable de mousse d'environ 1 cm est un indicateur de la présence de saponines. [76].

Terpénoides : La détection des terpénoides a été réalisée en traitant 0,5 mL d'extrait avec 2 mL
de chloroforme et 3 mL d'acide sulfurique concentré. La formation d'une coloration brun-rouge
a l'interface confirme la présence de ces composés [76].

Glucosides : On a porté a ébullition 1 mL d'extrait au bain-marie avec 1 mL de solution de
Fehling. Un précipité rouge indique la présence de sucre [79].

Coumarines : Pour détecter la présence de coumarines, 1 mL d'une solution d'hydroxyde de
sodium a 10 % a été mélangé avec 1 mL d'extrait. L'observation d'une coloration jaune a été

interprétée comme un signe révélant la presence de ces composés [76].

3. Etude quantitative
3.1. Dosage des polyphénols

Principe : Le dosage des polyphénols totaux est effectué en suivant la méthode colorimétrique

décrite par Muller (2010), qui utilise le réactif de Folin-Ciocalteu.

OH o

X X

R_l —_— e R_I
| |

N
G ROO  ROOH 7 OH

OH

Figurel4: Dérivé de l'acide phénolique neutralisant un radical libre.

Protocole : Pour effectuer le dosage, 50 mg d'extrait sont dissout dans 50 ml de méthanol pour
obtenir une solution de concentration (Lmg/ml). 7.5g de Na,COs sont dissout dans 100 ml d’eau
distillée et la solution de Folin Ciocalteu est dilué¢ 10 fois Pour la gamme d’acide gallique on

prépare des différentes concentrations comprise entre 25 et 200ug/ml.

On introduit 1mL de chaque dilution a I'aide d'une micropipette dans des tubes a essai et on
ajoute 5mL du réactif de Folin-Ciocalteu. Apres agitation et une incubation de 5 minutes, on

ajoute 3.75 mL de NaxCOs a 7,5%. Les solutions obtenues sont ensuite conservées dans
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l'obscurité pendant 2 heures & tempeérature ambiante. L'absorbance de chaque solution a été

mesurée & une longueur d'onde de 765 nm en utilisant un spectrophotométre UV-VIS.

4. Les activités biologiques
4.1. L’évaluation de ’activité antixydante par DPPH

Le radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH), est un radical libre stable utilisé pour
mesurer l'activité antioxydante. Le test DPPH, repose sur des mesures spectrophotométries a
517 nm pour évaluer comment les antioxydants neutralisent ces radicaux .Le DPPH a une
couleur violet profond, qui devient jaune pale lorsqu'il réagit avec des antioxydants donneurs
d'hydrogene. Cette méthode est particulierement efficace pour évaluer les capacités
antioxydantes de diverses substances, y compris les extraits de plantes et les composés

phénoliques [80].

DPPH radical DPPH-H (Non-radical)

4.1.1. Mode opératoire
6 mg de DPPH sont dissous dans 150 ml de méthanol (MeOH), puis la solution est agitée

jusqu'a obtention d'un mélange homogene. Ensuite, un volume de 1600 ul de cette solution de
DPPH est combiné avec 400 pl de chaque dilution préparée a différentes concentrations d'acide
ascorbique. Le méme protocole est suivi en utilisant les différentes dilutions de Il'extrait
méthanolique. Aprés une incubation de 30 minutes, dans l'obscurité et a température ambiante,

I'absorbance est mesurée a une longueur d'onde de 517 nm.
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4.2. Evaluation de I'activité antibactérienne

Le principe de la méthode repose sur le test de diffusion sur gélose, dont lequel des disques en
papier filtre sont imprégnés de quantités connues d’extrait antibactériens et par la suite sont
placés sur la plaque de gélose. Au fur et a mesure que l'inoculum bactérien se développe,
I'extrait diffuse du disque circulaire dans la gélose et interagit avec les bactéries en croissance.
L'activité antibactérienne est observée sous la forme d'une zone circulaire claire d'inhibition
autour du disque imprégné d’extrait. Le diamétre de la zone d'inhibition, mesuré en millimétres
et comparé a un graphique standardisé, détermine la sensibilité ou la résistance de la bactérie
pathogéne a I’extrait [81].

Tableau 02 : les souches bactériennes et leurs origines.

Souche bactérienne Origine
Bacillus subtilis
ATCC6633
ATCC25922
ATCC27853
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4.2.1. Préparation de I'eau physiologique

On dissout 9 g de chlorure de sodium dans un litre d'eau distillée.

4.2.2. Préparation du milieu Mueller-Hinton (MH): On dissout 38 g de poudre de
Mueller-Hinton dans un litre d'eau distillée et on chauffe le mélange tout en agitant jusqu'a

obtenir une dissolution complete, apres la gélose préparé a été conservée dans des flacons

pour se stériliser.

4.2.3. Préparation du bouillon nutritif (BN) : Dissoudre 13 g de poudre de bouillon
nutritif dans un litre d'eau distillée.

4.2.4 Stérilisation du matériel : tous les éléments utilisés sont stérilisés a l'autoclave a
121°C pendant 20 minutes.

4.2.5. Réactivation des souches bactériennes : Les souches bactériennes (Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas Aeruginosa) sont réactivées dans le bouillon nutritif et

incubées a 37°C dans 1’étuve pendant 24 heures.
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4.2.6. Repiquage par méthode de stries : Apres la revivification, les souches bactériennes
sont repiquées sur la surface du milieu Mueller-Hinton a l'aide de la méthode des stries. Les
stries doivent étre réalisées progressivement afin d'assurer un bon isolement des colonies
bactériennes. Ensuite les boites de culture sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures pour

obtenir des cultures jeunes et bien isolées.

4 Al
Beocd € BT

4.2.7. Préparation de I'inoculum (suspension bactérienne) : Les cultures jeunes obtenues
apres incubation (18 a 24 heures,) sont sélectionné (une a trois colonies bien isolées avec
une anse de platine). On les met en suspension dans 9 ml d'eau physiologique stérile. On
Ajuste la densité optique de la suspension (en ajoutant soit plus de culture soit davantage
d'eau physiologique stérile) afin d'atteindre une valeur située entre 0,08 et 0,10 a une

longueur d'onde de 625 nm.

4.2.8. Protocole : L’extrait méthanolique a été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO). La
solution mére d’une concentration initiale 400 mg/mL a été préparée, suivie de la préparation de
dilutions progressives pour obtenir des concentrations de 200, 100 et 50 mg/mL. Une fois
I'inoculum bactérien prét et les différentes concentrations des extraits obtenues, le semis par
écouvillonnage a été effectué sur la surface du milieu Mueller-Hinton, de maniere a former un

tapis bactérien uniforme. Des disques de papier stériles de 6 mm de diameétre ont ensuite été
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déposés sur le milieu inoculé a I'aide d'une pince stérile. Chaque disque a été imbibé avec 10 pL
des dilutions d'extraits précédemment préparées.
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1. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques permettent d'identifier les diverses familles de composés présents
dans la plante grace a des réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions reposent sur
des processus de précipitation ou de coloration a l'aide de réactifs spécifiques. Les résultats de
ce test phytochimique sont présentés dans le tableau suivant:

Tableau 03: Résultats du screening phytochimique de I’extrait méthanolique de Salvia

rosmarinus.
Métabolites Résultats Observation
secondaires
Flavonoides ++
Tanins +++
Saponines -
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Terpenoides +++
Quinones ++

Phénols +++
Coumarines +++

i
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Glucosides -

s (+++) : Réaction fortement positive.
% (++) : Réaction moyennement positive.
% (-) : Réaction négative.
D’aprés le tableau ci-dessus, les résultats de screening phytochimique montre la richesse de

Salvia rosmarinus en métabolites secondaires.

L’apparition d'une couleur vire au bleu noir, traduisant une réaction fortement positive, indique
la présence des tanins, Ce qui confirme les travaux de Hejaz et Makhammra (2024) [82]. Les
flavonoides, les coumarines et les quinones se révélent fortement présents par une réaction
fortement positive. Cela est en accord avec les recherches d’Edrah S. et al. (2017) [83].

Les terpénoides et les phénols sont également fortement présent. Par contre, on observe une

absence totale des saponines et glucosides.
2. Dosage de polyphénols

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin- Ciocalteu en

utilisant ’acide gallique comme standard.

Figure 15: Résultat de I’acide gallique.
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Les reésultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (figure 16) ayant
I’équation : (y = 0.0055x - 0.0018), avec un coefficient de corrélation : (R2=0.9915).
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les teneurs ont été rapportées en mg équivalent d’acide gallique par gramme de I’extrait (mg
EAG/ g d’extrait). Les résultats indiquent que la teneur en polyphénols de I’extrait

méthanolique est de 151,96 mg EAG/g d’extrait.

Bejenaru et al. (2024) ont effectué une étude sur le romarin issus de différentes périodes de
collecte, les résultats montrent que la teneur en composés phénoliques est de l’ordre de

137.2 et 232.3 mg EAG/g d’extrait [84], notre résultat est dans cette intervalle.

Une autre étude réealisée par Karouche et al. (2021), montre que 1’extrait méthanolique d’une

espece de la région d’Ouargla posseéde le taux le plus élevé en polyphenoles avec une valeur de

268,575 mg EAG/g d’extrait [85].

Cette différence de résultats est probablement due a la distribution des métabolites
secondaires pendant la croissance de la plante, ceci peut étre li€ aux facteurs extrinseques
(conditions climatiques, la maturité, au moment de récolte, les conditions de stockage) et

intrinséques (génétiques).
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3. Evaluation de Dactivité anti-radicalaire

L’activité antioxydante de [D’extrait méthanolique de Salvia rosmarinus et de I’acide
ascorbique (standard) a été évaluée par la méthode de réduction du radical libre DPPH, en
suivant la réduction de ce radical, qui se suit par son passage de la couleur violette (DPPHe) a
la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a I’aide d’un spectrophotométre a la longueur d’onde de
517nm (figure 17).

Figure 17: Résultat du DPPH.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de I’activité antiradicalaire en fonction de la

concentration de 1’extrait.
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Figure 18: Activité antiradicalaire de I’extrait de Salvia rosmarinus et ’acide ascorbique.

37



Partie?2: Chapitre 11 Résultats et discussions

La valeur d’ICso de D’extrait méthanolique est déterminée et comparée avec celle de

standard (acide ascorbique), les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 04: Les valeurs d’ICso de I’extrait et de standard.

Echantillon I1Cso (ng/ml)
Extrait MeOH 151.74.
Acide ascorbique 18.9

Selon les résultats obtenus, I’extrait méthanolique posséde une activité antioxydante dose-
dépendante avec une valeur de ICso = 151.74 ug/mL. Cette activité est inférieure a celle de
I’acide ascorbique qui se situe autour de 18.9 pg/ml, ces résultats sont inférieurs a celle obtenu
par Alaboudi et al, (2025) dont la ICso =172.42+1.24 pg/mL [86].
Nos résultats sont superieurs par rapport a ceux rapporté par Hendel, et al (2023), dont la
valeur d’IC50 est de ’ordre de 13.43 et 12.34 ug/mL pour I’extrait méthanolique et 1’acide
ascorbique respectivement [87].

Cela indique que le romarin a une activité antioxydante qui varie en fonction des
concentrations de polyphénols, la structure de ces substances et le nombre de groupements

hydroxyles qui présentent une forte activité antioxydante [15].

4. Evaluation de L’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique de Salvia rosmarinus a été évaluée par la
méthode de diffusion en milieu gélosé Muller Hinton, en mesurant le diametre de la zone
d’inhibition au tour des disques contenant I’extrait. Les résultats obtenus sont présentées dans le

tableau 5 et figure 19.

38



Partie?2: Chapitre 11 Résultats et discussions

Tableau 05: Zone d’inhibition des souches bactériennes avec 1’extrait MeOH de

Salvia rosmarinus.

Souches bactériennes Zones d’inhibition (mm)

C1 Cip Cua Cus Témoin

400 mg | 200mg | 100mg | 50mg
Escherichia coli | Gram - - - - - - DMSO
Pseudomonas Gram - - - - - - DMSO
aeruginosa
Bacillus subtilis | Gram+ | 15.59 15.12 10.54 - - DMSO

Non-sensible (-): d <8 mm.
Sensible : d entre 8 a 14 mm.
Tres sensible : d entre 15 a 19 mm.

AR NERN

Extrémement sensible: d > 20 mm.

Bacillus subtilis. Escherichia coli. Pseudomonas aeroginosa.

Figure 19: Effet antibactérien de I’extrait de Salvia rosmarinus.

les reésultats montrent que les bactéries a Gram + sont plus sensibles a I’extrait que les
bactéries a Gram-. La souche Bacillus subtilis est trés sensible pour les concentrations 400 et
200mg/ml avec les diamétres 15.59 et 15.12 mm respectivement. Ainsi, on observe que la

concentration 100 mg/ml est efficace aussi avec un diametre 10.54 mm.
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Pour les souches Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, aucune zone d’inhibition n’a
¢été retrouvée pour I’extrait méthanolique. Cela est en accord avec les recherches de Khaleel, et

Sarmamy. (2023)[88].

Les travaux de Karouche .s et al (2021) [85], ont indiqué que I’extrait méthanolique de
Salvia rosmarinus présentait des zones d’inhibitions varies selon les concentrations différentes
de ’extrait et la résistance des bactéries grace a la différence de structure de la paroi cellulaire
entre gram+ et gram - . Dans ce terme, La résistance d’Escherichia coli et de Pseudomonas
aeruginosa, peut étre attribuée a leur membrane externe hydrophile qui empéche le passage des

composés hydrophobes dans la membrane cellulaire cible [89].
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Conclusion genérale

Dans le but de la valorisation de la flore algérienne, une étude phytochimique et biologique a

été effectuée sur I’extrait méthanolique de la plante Salvia rosmarinus.

Les résultats de screening phytochimique ont mis en évidence la présence de flavonoides,
tanins, phénols et quinones avec des réactions positives importantes. lls ont également démontré
la présence de coumarines, protéines et terpenoides. Cependant, I'extrait méthanolique n'a pas

révélé la présence de glucosides et de saponines.

Le taux de polyphénols évaluées par la méthode de Folin-Ciocalteu révele que l'extrait MeOH
présente une valeur elevé de : 151.963 mg EAG/g d’extrait.

L’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait MeOH par la méthode de piégeage du radical
libre DPPH révele une activité antioxydante notable, avec une valeur d’ICsg = 151.74 pg/mL.
Toutefois, cette activité demeure inférieure a celle de 1’acide ascorbique d’1Cs0=18.9 pg/mL.
L’évaluation de I’activité antibactérienne a été effectuée sur des souches de gram + et gram - en
utilisant la methode des disques. Les résultats indiquent que seule la souche Bacillus subtilis est
sensibles contre I’extrait tant disque les bactéries gram -, Escherichia coli et de Pseudomonas

aeruginosa se révelent trés résistante contre 1’extrait a différent concentrations.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere étape dans
I’investigation du pouvoir antioxydant et antibactérien du romarin, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les propriétés pharmacologiques du cette

plante a usage traditionnelle.
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