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ABSTRACT

This work aim’s to evaluate the antioxidant and antibacterial activities of petroleum
ether, dichloromethane, ethyl acetate and methanol extracts from aerial parts of
Rosmarinus officinalis of Tebessa. The plant was subjected to a phytochemical
screening to highlight its qualitative composition of secondary metabolites. This
analysis revealed that this composition is dominated by the flavonoids as the most
important class of polyphenol family. Evaluation of biological activities was
performed on the extracts obtained after maceration of the plant in solvents of
increasing polarity and which showed that the methanol extract was the most rendable
for Rosmarinus officinalis. Quantitative assays of total polyphenols by Folin-
Ciocalteu method revealed the richness of rosemary polyphenols. The qualitative test
CCM-DPPH interpreted this richness in polyphenolic antioxidant activity pronounced
for all extracts. The test results in DPPH, evaluated by the percent inhibition
confirmed those of CCM / DPPH test whose ethyl acetate extract proved the most
antioxidant (94.8%). The evaluation of antibacterial extracts by method of diffusion in
a solid medium showed that the extracts were found to "active" against the strain
Staphylococcus aureus ATCC 27853 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 25923.

Keywords:Rosmarinus officinalis, extracts, antioxidant activity, antibacterial activity,

total polyphenols, phytochemical screening.



RESUME

Le présent travail a pour objectif d’évaluer lactivité antioxydante et
antibactérienne des extraits éther de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle et
méthanol des parties aériennes de Rosmarinus officinalis de Tébessa. La plante a été
soumise a un criblage phytochimique pour mettre en évidence sa  composition
qualitative en métabolites secondaires. Cette analyse a révélé que cette composition
est dominée par les flavonoides comme étant la classe la plus importante de la famille
des polyphénols.L'évaluation des activités biologiques a été effectuée sur les extraits
obtenus aprés une macération de la plante dans des solvants de polarité croissante et
qui ont montré que l'extrait méthanolique etait le plus rentable pour R.officinalis. Les
dosages quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu, ont
révelé la richesse du R. officinalis en polyphénols. Le test qualitatif CCM-DPPH a
interpréte cette richesse polyphénolique en une activité antioxydante prononcée pour
I'ensemble des extraits. Les résultats du test au DPPH, évalués par le pourcentage
d'inhibition ont confirmé ceux de test CCM-DPPH qualitatif dont I'extrait acétate
d’éthyle s'est révélé le plus antioxydant (94,8%). L’évaluation du pouvoir
antibacterien des extraits par la méthode de diffusion dans un milieu solide, a montré
que les extraits sont “actifs" contre Staphylococcus aureus ATCC 27853 et

Pseudomonas aeruginosa ATCC 25923.

Mots clés : Rosmarinusofficinalis , extraits, polyphénols totaux, activité antioxydante,

activité antibactérienne.



« On ne peut pas croire a la moitié de ce qu'on entend raconter,
on ne peut pas croire a la plupart des choses qu'on lit,

mais on peut croier a tout ce que l’on fait... »
Ellen MacArthur (2002), Du vent dans les réves
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Introduction

Le 21éme siecle s’ouvre et de nombreuses maladies a fort taux de mortalité restent
encore sans traitement malgré que les médicaments contre la plupart des maladies aient été
découverts. Entre rejet excessif du "chimique" et les effets néfastes de ces médicaments sur

I'environnement et I'économie, la vague bio raméne la phytothérapie sur le devant de la scéne.

Le regne végétal représente une source importante d’une immense variété de molécules
bioactives. La famille des polyphénols, largement représentés dans la quasi-totalité des plantes,
fait partie intégrante de notre nourriture quotidienne. Ils possedent potentiellement des activités
biologiques, anti-inflammatoires, anti-cancérigénes, antimicrobiennes et anti-oxydantes.

Les épices et les herbes aromatiques sont considérés comme des sources importantes de
polyphénols (Marfak, 2003).Une grande partie des recherches actuelles porte sur I’étude de ces
composés. Il nous a semblé donc, intéressant d’inscrire notre travail dans ce contexte de

recherche encore reculé en Algérie malgré sa biodiversité immense.

La plante d'étude sélectionnée est Rosmarinus Officinalis L . faisant I’objet de récentes
recherches dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et agro-alimentaires. C’est une
herbe aromatique de la famille des Lamiacees, appréciée pour ses propriétés aromatiques, anti-
oxydantes, antimicrobiennes, antispasmodiques, emmeénagogues et anti-tumorales, largement
utilisee dans les produits pharmaceutiques et en médicine traditionnelle(Atikbekkara et
al.,2007).

Le but de cette étude est de valoriser deux des activités biologiques de Rosmarinus

Officinalis : antioxydante et antibactérienne.

Notre recherche est structurée en deux parties. Dans la premiére partie, nous aborderonsles
différentes connaissances bibliographiques sur cette plante, sa composition chimique, ses

propriétés et utilisations thérapeutiques.
Dans la partie expérimentale, nous développerons le matériel et les méthodes utilisées
pour I’extraction, le dosage des poly phénols, I’activité anti-oxydante et finalement I’activité

antibactérienne ainsi que les résultats obtenus dans notre étude.

A la lumiére des résultats obtenus, différentes perspectives de recherche seront évoquées.
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Appercu bibliographique sur R .officinalis

|. Habitat et origine

Dans le monde
Le romarin se répartit tout au long de la mer méditerranéenne et le reste del’Europe,

d’ou son nom « rose de la mer » « Rose », « marinus » (Guinoch et, 1973).1l est typiquement
mediterranéen .(Angeno et al., 1981).

D’aprés Perrot et Paris (1971), cette plante existerait aussi en Corse etau Portugal. En
France, elle pousserait abondement dans les terrains calcaires du midi, en particulier sur le
littoral méditerranéen (aux faibles altitudes) ou il remonte mémejusqu’au massif central
(Provence, Roussillon, Languedoc) (Garnieret al.,1961).

Cette plante est egalement cultivee dans de nombreux pays tel que I’Espagne, I’ltalie, la
Tunisie, le Maroc et I’Algérie.

En Algérie

Plante indigéne poussant spontanément dans toute I’ Algérie (Quezel et Santa, 1963).
Le Rosmarinus est originaire du bassin mediterranéen .Commun dans les maquis, les
garrigues et les foréts claires, des broussailles et des matorrals, sur substrats calcaires bien
drainés il est sub-spontané en plusieurs endroits privilégiant un sol calcaire, de faible altitude,
ensoleillée et modérément sec. Il se développe dans les bioclimats semi-arides et subhumides ,
a variantes chaudes a fraiches au niveau des étages de végétation thermoméditerranéen et
mésoméditerranéen. C’est une plante résistante a la sécheresse qui présente des caractéeres

apparents de xérophytisme (petite feuilles etc..) (Heinrich et al., 2006).

I1. Etymologie

Le nom latin Rosmarinus est habituellement interprété, comme dérivé "ros" de la rosé
et "marinus” d'appartenir a la mer ,bien qu’elle se développe habituellement en dehors de la
mer. On a affirmé que cette interprétation est un produit d'étymologie traditionnelle, mais
probablement le nom original est dérivé du grec "'rhops™ arbuste et "myron™ baume(Heinrich
et al., 2006).



Appercu bibliographique sur R .officinalis

I11. Caractéristiques botaniques

Cette plante appartient & la famille des Lamiaceaes. Elle se présente sous forme
d’arbuste ,sous arbrisseau ou herbacée (Atik bekkara et al., 2007), mesurant environ de 0,8 a
2m de hauteur (Gonzalez et al., 2007). Les feuilles sont étroitement lancéolées linéaires,
friables et coriaces, les fleurs d’un bleu pale ou blanchatre (Schauenberg et paris,2006),
maculées intérieurement de violet sont disposées en courtes grappes denses, s’épanouissent
presque tout au long de I’année (Atik bekkara et al., 2007).l1l est toujours vert, tres
aromatique, tres rameux ,tres feuillé(Hans,2007).Son écorce s’écaille sur les branches les plus

agees et son odeur est extrémement odorante et tenace (Delille,2007).

Regne : Plantes

Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Lamiales (Labiales)
Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus officinalis L.
(Quezel et Santa, 1963).

Figure 01 : Aspects morphologiques du romarin(Site web : www.Wikipedia) .
IV. Différents noms du romarin

Nom scientifique : Rosmarinus

Nom francais : Romarin, Rose Marine

Nom arabe : Iklil Aljabal

Nom berbére : Mazir (2.trwww.cndp.fr/crdp-dijon/IMG/pdf/Fiches-)

YV V. V V V

Autres noms : Rose marine, Encensier, Romarin des troubadours, Herbe aux
couronnes(3.descriptives_plantes_1.pdfade.com/ressources/pdf/MBPC_Romarin_

Francais.pdf).


http://www.wikipedia/
http://www.cndp.fr/crdp-dijon/IMG/pdf/Fiches-

Appercu bibliographique sur R .officinalis
V. Carte chimique

Le Romarin est un composé de puissantes huiles essentielles (de 1 a 2% de la plante)
contenant du Cineol (30%) , Bornéol (20%), camphres, pinenes, diterpenes (acide
carnosique) choline, un glucoside, acides organiques amers , deux hétérosides (la romaricide
et la romaninocide)(http://www.reconstitution-
romaine.com/romarin%?20herboristerie%20romaine%20antique.html ), pigments
flavoniques , principes amers dont l'acide rosmarinique (Fadi,2011),triterpenes et stéroides (

acide aléanolique, acide ursotique ),lipides (n-alkanes, isolalkanes, alkenes)(Akroum,2006),

des tannins et un peu de saponines (http://flore.lecolebuissonniere.eu/page102.html) .

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) peut produire des antioxydants similaires aux
antioxydants synthétiques. Et l'activité antioxydante de ses extraits est, en effet, produite par
des polyphénols qui sont essentiellement l'acide rosmarincus, camosole, rosmanole et acide

carnosique (Ibanez, 1999).

Les acides organiques phénols dont l'acide rosmarinique (2 a 3%), qui améliore la
concentration et la mémoire ((http://flore.lecolebuissonniere.eu/page102.html)), confére au

romarin un effet anti-inflammatoire (http://www.pharmaciedelepoulle.com/romarin.htm),
a un effet inhibiteur trés puissant contre la protéase de HIV-1, est utilisé par la glande
thyroide pour produire les hormones thyroidiennes(http://www.elixanatur.com/fr/846-

romarin) ainsi qu' une grande action antimicrobienne (Akroum , 2006).

Cette plante est tres riche en flavonoides, dont 07 principaux : lutéoline (03 structures
connues : 3’-0-béta -D-glucuronide,3’-0-(4’’-0-acyl)-béta-D-glucuronide, 3’-0-(3’’-0-acyl)-
béta- D-glucuronide), ériocitrine,  hespiridine,  diosmine,isoscutellarin7-0-glucoside,
hispidulin7-0-glucoside, genkwanine.Ces composés sont localisés dans les feuilles, les fleurs,
les racines et les tiges. Leur concentration change durant I’évolution de la plante. La
lutéoline3-0-béta-D-glucuronide qui a été longuement étudiée montre un pic de concentration
aux environs de juin- aodt. Ceci indique qu’il y a une relation entre les phyto-régulateurs et
les flavonoides (Akroum, 2006).


http://www.reconstitution-romaine/
http://www.reconstitution-romaine/
http://www.reconstitution-romaine/
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V1. Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques du romarin

Cette plante est utilisée en médicine en raison de ses différentes propriétés :
v Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres
respiratoires(Lemonica et al., 1996).
v Antibactériennes, antimutagéniques, antioxydantes, chémopréventives (lbafiez et
al.2000).
v Anti-inflammatoires, antimétastasiques (Cheung et al.,2007).
v Inhibition de la genése des tumeurs mammaires(Singletary et al., 1991) et la
prolifération des tumeurscutanées (Huang et al., 1994) .
D’autres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases d'initiation
etde promotion de cancérogénése (Offord et al., 1995).Carnosol du romarin posséde une
activité antiviralecontre le virus du SIDA (HIV)( Aruoma et al., 1996).alors que I’acide

carnosique a un effet inhibiteur tres puissant contre la protéase de HIV-1 (Paris et al., 1993).

VI1.Utilisation

VII1.1.Utilisation traditionnelle

Le romarin est souvent cultive pour son huile aromatique et considérée utile pour
contréler I'érosion du sol. Dans la médecine traditionnelle , ses parties aériennes sont utilisées
par voie orale pour soulager la colique renale, les dysménorrhées et comme antispasmodique
(Gonzalez et al., 2007).

Dans le Mexique et le Guatemala, il est employé principalement comme remede de

post-partum et traite également les problémes respiratoires et les infections de la peau.

En Espagne, I’huile du romarin est tres populaire pour beaucoup de genres de douleur,
y compris les douleurs musculaires , rhumatismales et traumatiques (Heinrich et al., 2006).

Au Maroc, I’infusion des feuilles est utilisée comme apéritif, cholagogue, stomachique
et emménagogue. En usage externe, les cataplasmes faits avec les compresses de la décoction
concentrée sont appliqués comme vulnéraires. La poudre des feuilles est saupoudrée comme
cicatrisant et antiseptique. La fumigation du romarin est indiquée pour calmer les maux de
dents. Depuis quelques décennies, I’huile essentielle du romarin est utilisée en massage
sédatif dans les rhumatismes et la sciatique. Les feuilles séchées servent a conserver la laine
de I’attaque des mites (Bellakhdar, 1997).
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En Turquie, la décoction de feuilles du romarin a été traditionnellement employée
pour traiter les diabétiques (Bakirel et al., 2008).
L'infusion des feuilles est tonique, antitussive, carminative, antiasthmatique, fébrifuge,
et anti-paralytique (Arnold et al., 1997). On le recommande dans les asthénies, les troubles
du foie, contre les dyspepsies atoniques ainsi que contre les céphalées et les migraines
d’origine nerveuse, les vertiges et les troubles de mémoire (Poletti, 1988).

Il a été également employé en tant qu’analgésique, antiépileptique, diurétique, (Soyal
et al., 2007), ainsi que pour traiter l'ictére et sa fumée a été employée contre la peste
(Heinrich et al., 2006).

L huile du romarin a été largement répandue pendant des siecles, comme un des
ingrédients en produits de beauté, savons, parfums, désodorisants, aussi bien pour

I'assaisonnement et la conservation des produits alimentaires (Arnold et al., 1997).
VI11.2.Utilisations thérapeutiques
VI11.2.1 Usage interne

L'efficacité du romarin pour soulager les spasmes gastriques et de la vésicule biliaire
(diurétique) et les rhumatismes, est scientifiquement prouvée. Le romarin est réputé fortifier
en cas de fatigue extréme, de surmenage, d'hypotension et suite a une maladie .Comme il a
une action bénéfique en cas de contractures, il est utilisé pour soulager les maux de téte, les
dysménorrhées et les troubles liés a la ménopause et aux regles douloureuses. En cas de

dépression légere, il posséde également des vertus anti-dépressives(Anonyme, 2011).

L’infusion des feuilles est utilisée comme apéritif, cholagogue, stomachique,
emmeénagogue, tonique, antitussive, carminative, antiasthmatique, fébrifuge, et anti-
paralytique (Arnold et al. , 1997).

Sa composition chimique lui confere une large gamme deffets; anti-oxydant,anti-
inflammatoires ,antibactériens , antimutagéniques , chémopréventives  antimétastasiques
(Inhibition de la genése des tumeurs mammaires et la prolifération des tumeurs cutanées) ainsi

qu' un effet inhibiteur trés puissant contre la protéase de HIV-1(Madjour, 2014).
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V11.2.2. Usage externe

En cosmétique, il est intégré dans la composition de cremes, dentifrices, savons,
shampooing, l'eau de cologne surtout masculine (Le premier parfum alcoolique dont ont
connaisse l'existence est I'eau de Hongrie, datant du xive siécle) et lotions capillaires. La
lotion de romarin appliquée sur le visage donne le teint frais, raffermit la peau et atténue les
rides(Fechtal et al., 2005) .

Les compresses de romarin sont désinfectantes et antifongiques. La poudre des
feuilles est saupoudrée comme cicatrisant et antiseptique(Athamena, 2009). Les bains ou les
compresses sont également indiquées en cas de douleurs musculaires, articulaires et
rhumatismales(Athamena,2009).

La fumigation du romarin est indiquée pour calmer les maux des dents(Athamena ,2009).

VI11.2.3. Utilisation du romarin en gemmothérapie " médecine des bourgeons ™

Les bourgeons et jeunes pousses de romarin  (Rosmarinus officinalis) sont plus
actifs dans la protection hépatique que les préparations de plante adulte .Ils sont aussi indiqués

dans les allergies et les défenses immunitaires(Athamena, 2009).
VI11.2.4.Utilisation du romarin en aromathérapie "*huile essentielle

L'huile essentielle de romarin a cinéole est mucolytique, anti catarrhale,
expectorante. Cette huile essentielle active la microcirculation au niveau du bulbe capillaire,

d’ou provient son action antichute et fortifiante pour les cheveux(Athamena , 2009).
V11 .3.Utilisations non thérapeutiques
« Usage culinaire

Pour assaisonner les grillades, le riz ou pour relever les pommes de terre, comme
condiment dans les plats de légumes de viandes roties ou encore a l'intérieur des volailles
réties et les soupes. Ses branches feuillues sont utilisées pour parfumer I'huile d'olive, vins ou
vinaigres .1l peut aussi étre incorporé en touche légére dans certaines confitures et gelées ou
aprés infusion pour aromatiser aussi crémes salées, sucrées et les glaces

(http://www.elixanatur.com/fr/846-romarin).
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» Industrie agroalimentaire Les extraits de romarin sont utilisés comme antioxydants

et conservateurs .

« Industrie alimentaire elle est utilisée dans la confection de bonbons, confiseries,

boissons, etc..(Kaloustian et al. , 2008).
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Enquéte ethnobotanique

I. Etude Ethnobotanique

Avant de se lancer dans cette étude, nous avons rendu visite a plusieurs herboristes
(Figure 02), consulté des tradithérapeutes réputés par leur traitements jugés fiables, consulté les
agés , pour avoir une idée générale sur les plantes utilisées dans la région Tébessa . Ceci nous a

orienté pour le choix d'une plante nommée "klil","Rosmarinus officinalis "scientifiquement.

Figure 02 : Visite des herboristes (Bab Caracalla TEBESSA).
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Le questionnaire que nous avons réalisé met en lumiére :
que 100% des sujets consultés connaissent cette plante, largement utilisée traditionnellement
dans plusieurs domaines. Le Tableau 01 résume les résultats de cette enquéte.

Tableau 01 :Résultats de I'enquéte éthnobotanique .

Partie utilisée Mode de préparation Maladies traitées

Feuilles et fleurs infusion Migraine
maux de téte

maux de gorge
hypotension

troubles digestifs et de régles

Feuilles et fleurs pansements douleurs rhumatismales
Feuilles et fleurs Décoction Toux

Feuilles et fleurs poudre Fromagerie

Feuilles et fleurs fraiche plats de cuisine

Ces propriétés confirment les travaux d’Abdoun (2002) et Maiza et al. (1993) ainsi que
I’inventaire national de plantes médicinales de I'Algérie réalisé par Halimi et al. (1997).Ces
derniers décrivent en détail les bienfaits du Romarin : ralentir les moisissures, stimulateur
cardiaque et nerveux, améliorer la vue ....

Quant au mode d’utilisation, nous avons conclu que les parties les plus utilisés sont les
feuilles et les fleurs a I’état sec avec plusieurs modes de préparation :en poudre (préparation des
soupes....) , décocté ou infusé dans I’eau chaude, macéré dans I’eau ou I’huile d’olive, comme

pansement .La voie d’administration se fait orale ou cutanée (Makhloufi, 2013).
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La plante d'etude

Il. Matériel végétal

11.1.0rigine géographique et période de récolte

A I'Est Algérien, la wilaya de Tébessa s’étend sur une superficie de 14227Kmz2. Elle est
constituée de plusieurs zones géographiques :un domaine saharien au Sud, des monts au Nord dont
les principaux sont :Djebel Serdies et Djebel Bouroumane. C'est une zone de transition
météorologique, elle se distingue par quatre étages bioclimatiques: le Sub-humide (400 a
500 mm/an), le Semi-aride (300 a 400 mm/an), le Sub-aride (200 a 300 mm/an), l'aride ou saharien
doux (inférieur a 200 mm/an).

L'espece Rosmarinus officinalis L. (Figure 03) a été récoltée dans ses habitats naturels de
I'Est de Tébessa. Les cueillettes sont effectuées a Djebel Belkfif (Figure 04).

La plante a été cueillie a la fin de la période de floraison (Juin 2015). Elle est ensuite lavée, séchée
a Iair libre et a I’abri de la lumiére, pendant une quinzaine de jours a température ambiante.

Cette espece a été identifiée par Mme. Hayoune S.

Figure 03 : Rosmarinus officinalis L. (Gatoute Saliha, 2016)
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Figure 04: Localisation de la station de récolte "Djebel Belkfif *.
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Il .Taux d"humidité
111.1.Méthode

Le taux d'humidité a été déterminé par le procédé de séchage a l'ombre,a une
température ambiante (en été).C'est une méthode gravimétrique qui consiste a la perte du poids

(Lazouni et al., ).Considérons :

id — poid
Ho — (poi sa- poids 3) < 100
poids «

a : poids de I’échantillon «plante fraiche » ;
B : Poids de I’échantillon «plante séche» ;

H% :taux d’humidité exprime en pourcentage.

La teneur en matiére séche est calculée selon la relation suivante :

Matiere seche (MS%) =100 - H%

111. 2.Résultats

Le taux d'humidité de la plante fraiche atteint 76,20%.Cela signifie, approximativement,

quela totalité du poids de la plante fraiche est constituée par l'eau.

Taux d'humidité du Rosmarinus officinalis

m MS

™ Eau

Figure 05 : Teneur en eau de Rosmarinus officinalis.
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111.3. Discussion

La teneur en eau est tres élevé chez la plante (76, 20 %) d’ou sa composition non fibreuse
et son broyage facile, menant a expliquer sa bonne utilisation .

Nos résultats different de ceux trouvés par Rahmoun et Messai (2011) , qui avancent un
taux de 51,7% malgré que la plante a été récoltée de la mémerégionde notre étude (EL
Hammamet & 15 km).La teneur en eau de R.officinalis de la présente étude ,laisse apparaitre qu'il
est trés humide par rapport a celui étudié par Rahmoun et Messai(2011).

Le taux dhumidité de R.officinalis de la présente étude s'approche de celui de
R.officinalis du Sud Algérien (Athamena,2009) , d'une part , et ,d'autre part ,il est trés supérieur
de celui (28,17%) de R.officinalis de Béchar (Makhloufi ,2013).

Les variations rencontrées dans la teneur en eau de R.officinalis peuvent étre dles a
certains facteurs écologiques, I’age de la plante, la période du cycle végeétatif, ou méme a des
facteurs génétiques(Athamena, 2009).

Ainsi, notre plante reflete la notion

"Les vegétaux riches en eau”(Rahmoun et Messai,2011).
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V. Screening phytochimique

Cette analyse a été effectuée au niveau de laboratoire des biomolécules actives et
applications, département de Biologie Appliquée, Faculté de Sciences exactes et des sciences de
la nature et de la vie, Université Larbi Tebéssi, Tebessa.Elle nous a permis danalyser la

composition chimique de R.officinalis(Matériel végétal sec et broye).

IV.1. Matériel
Le matériel utilisé est résumé sous forme d'une illustration dans la figure ci-apres.

Papierbuvard

1V.2. Méthode

La phytochimie qualitative, basée sur des réactions de coloration et de précipitation par
des réactifs chimiques spécifiques, a été réalisee sur le matériel végeétal sec. Il s’agit d’une analyse

qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation (Yemoa et al., 2008).
La recherche des composés chimiques s'est limitée a un nombre restreint selon, la

disponibilité des reactifs au laboratoire. Le schéma suivant récapitule les différentes réactions

réalisées pour la recherche des métabolites secondaires au sein de notre plante d'étude.
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Figure 07 : Détection des métabolites secondaires par screening phytochimique.
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CLASSES DE FLAVONOIDES
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1. Anthocyanes

2. Flavones

3. Flavonols

4. Isoflavonones

5. Leucoanthocyanes

Figure 08 : Détection des classes de flavonoides par screening phytochimique .

1V.3. Résultats

bl

Figure 09 : Résultats qualitatifs du screening phytochimique de R.officinalis.
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Screening phytochimique

Les résultats du screening photochimique réalisé pour les parties aériennes de

Rosmarinusofficinalis, sont regroupés dans le tableau ci-apres.

Tableau 02 :Résultats de criblage phytochimique de R.officinalis.

Groupes chimiques Résultats
Saponines +++
Flavonoides ++
Flavones ++
Tannins galliques ++
Tannins catechiques +
Quinones +
Aalcaloides -

Terpenoides

Leucoanthocyanes

(+) : présence ; (++) : abondance ; (-) : absence

Cette étude qualitative nous a permis de mettre

en évidence 6/9 des composés

chimiques recherchés. Nous avons constaté que la plante détude contient abondamment de

saponines ,flavonoides et tannins galliques, modérément de tannins catéchiques et quinones mais

n’a plus d'alcaloides, terpenenoides et leucoanthocyanes.

IV.4. Discussion

Nous nous servons du tableau ci-aprés pour comparer nos résultats a ceux réalisés par

d'autres chercheurs, pour les mémes métabolites secondaires recherchés pour

d'étude.

notre plante

Un apercu général sur ce tableau nous a permis de mettre en exergue ce qui suit :

= Nous constatons l'absence des alcaloides et de leucoanthocyanes alors qu’il y a présence

des flavonoides incolores, saponines, flavonoides, tannins et quinones.
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Groupes chimiques Notre résultat | Fadilietal.(2015) Makhloufi (2013)
Saponines +++ ++ ++
Flavonoides ++ ++ +
Flavones ++ / /
Tannins galliques ++ ++ +
Tanninscatechiques + + /
Quinones + - +
Alcaloides - - -
Terpenoides - Triterpene/stérol Triterpene
++/++ +
Leucoanthocyanes - - -

 L'abondance de flavonoides explique leur role prononceé dans la protection des plantes
contre le stress hydrique et la géneration d'une tolérance aux métaux lourds présents dans
les sols. Hors la plante, les flavonoides possédent plusieurs effets pharmacologique
(Makhloufi, 2013).

« lls sont les promoteurs dans les traitements des troubles veineux et capillaires et les agents
responsables de la protection vasculaire (vierling, 2008).les flavonoides protégent les
alimentes d’origine vegétale de I’oxydation, ce sont des antioxydants réputés pour leur
action antiradicalaire (Makhloufi, 2013).

= Nous notons aussi la présence des tannins. Selon Iserin (2001) , les tannins permettent de
stopper les hémorragies et de lutter contre les infections. Ces tannins sont des donneurs
de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la peroxydation. Des
radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence de stopper la
réaction en chaine de I’auto oxydation des lipides (Cavin, 1999).

« Egalement, le contenu de R.officinalis L. en composés réducteurs peut étre la raison de
I’effet antioxydant élevé de romarin (Celiktaset al ., 2007 ).

« Les plantes sont tres riches en saponosides, ces molécules ont des propriétés analgésiques,
anti-inflammatoires et anti-oedémateuses (Roux et al., 2007). Ce qui justifie leur
utilisation dans les traitements traditionnels pour l'insuffisance veineuse, des signes
fonctionnels de la crise hémorroidaire et des troubles de la fragilité capillaire
(Makhloufi, 2013).
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V. Extraction des polyphénols totaux

L’extraction a eté réalisée au niveau de laboratoire des biomolécules actives et
applications, département de Biologie Appliquée, Faculté de Sciences exactes et de sciences de la
nature et de la vie, Université Larbi Tebéssi, Tébessa.

Le but de cette étape est la récupération des composés phénoliques totaux de la plante
d'étude, en se basant sur leur solubilité qui est en fonction de leur degré de polymérisation,

I’interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé (Falleh et al. 2008).

V.1. Matériel
EP.DM.AE.ME
-
i & Mélange
.y : <, & » a filtrer
| ' & Eprouvette :
, B Agitateur
| — Ampoule a décanter ~ en verre
w — MYV "poudre” coton
1'; g Entonnoir

Support

l

Macération Filtration du macéré

Figure 10 : llustration de protocole d'extraction solide-liquide.
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Extraction des polyphénols

V.2. Extraction solide-liquide (Macération)

Nous avons effectué un broyage de la plante a I’aide d’un robot électrique jusqu'a
I’obtention d’une poudre fine et homogeéne. Puis nous avons pesé une quantité de cette poudre
.Selon la technique utilisée, nous avons réalisé une extraction solide-liquide par macération.

Cette derniére consiste a laisser séjourner la plante dans un dissolvant approprié , pendant
un temps déterminé a la température ordinaire; apres décantation le résidu s’appelle le marc et le

produit s’appelle macéré (Alnamer, 2014) .

Selon le protocole d’extraction suivi, la matiére végétale a été mise a macérer, a
I’abri de la lumiére, dans une volume d'un solvant organique pendant un temps déterminé.
L'obtention des extraits bruts a été menee en utilisant successivement quatre solvants organiques
de polarités croissantes : Ether de pétrole (EP), Dichloromethane (DM), Acétate d'éthyle (AE) et
Méthanol (ME).

Les maceéras sont réunis puis ils ont été filtrés via un entonnoir pourvu du coton. Les
filtrats sont évaporés presque a sec a lair libre et au moyen d’un Evaporateur rotatif, afin
d’éliminer totalement le solvant. Les extraits secs sans solvant ont été pesés puis stockes dans
des flacons en verre jusqu'a leur utilisation.

A ce stade, le rendement de chaque extrait est calculé par rapport au poids obtenu (Al namer,
2014).

V.3. Calcul du rendement
Le rendement se calcule a partir de I’extrait final par rapport au poids de la plante seche

(Al namer, 2014). Il est exprimeé en pourcentage et est calculé par la formule suivante :

m
R= v x 100

R : rendement (%)
m : masse de I'extrait aprés évaporation du solvant.
M : masse de la matiére végétale utilisée pour l'extraction.
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V.4. Résultats

Les rendements des différents extraits de R.officinalis ont été exprimés en %. Les
résultats sont presentés sous forme de diagramme en barre (Figure 11).
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™
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Extraits

Pour le matiere végétale macérée , nous avons observé une variation prononcée entre les
rendements de R.officinalis, allant de 2,55% pour I'extrait AE a 6,68 % pour I'extrait ME . Les

rendements des extraits EP et DM semblent étre similaires avec respectivement 4,74 % et 4,75%.

V.5. Discussion

Il est facile d'en tirer des résultats que le rendement de l'extrait ME (6,68%) domine les
autres extraits mais il est plus faible que celui (13,06%) révélé par Fadilil et al (2015) pour
R.officinalis des Hauts Atlas Oriental du Maroc. Les rendements des extraits EP et DM sont
identiques avec des valeurs moyennement importantes (4,74%), alors que celui d'AE s'est avéré

le plus faible, soit de 2,55 %.
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V.6. Les échantillons obtenus apres I’extraction

Cette série d’extraction a permis d'obtenir quatre extraits bruts présentant chacun des
caractéristiques physico-chimiques spécifiques (Tableau 03).

Tableau 03: Caractéristiques physico-chimique des extraits.

Extrait Couleur Aspect Odeur de la plante
EP Jaune/jaune - citron Cire Vick (Robb)

DM Vert d'olive Poudre humide Huile d'olive

AE Vert clair Poudre seche Citron

ME Vert gazon Solide Henné

Ces extraits seront sujets de l'étude des activités antioxydante et antibactérienne, apres

avoir determiné leurs teneurs en polyphénols totaux.

En conclusion , L'extraction de ces principes actifs par des solvants organiques de
polarité croissante (EP, DM, AE, ME) , a revélé que l'extrait le plus rendable était le ME avec

une valeur de d'ordre de 6,68%.
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V1. Dosage des composés phénoliques

Afin de connaitre le produit "extrait" d’une maniére la plus poussée possible. La
détermination de la teneur en polyphénols est nécessaire .Cette étape a €té réalisée au niveau du
laboratoire de géologie, Université de Larbi Tebessi, Tébessa.

VI1.1. Matériel

Vortex
MiCropip b
étiquetés
- 1000pL g VISIBLE 1700 Folin Ciocalteu,
carbonate de
LaborgerateGmb Pharma Spec SHIMADZU sodium Na2CO3
Cirieras 19 MNMotdrial t b ilicl At 4ot Ao A~ca~na Ao rarmanncldec nhAnAli iAo
I_IUUI C 14 TVIALCTITT UtITioc |JUUI (T30 UT UUDQQC UtT Lun |JUOCO 'JIIC IUIIqUCO
V1.2. Méthode

La teneur en polyphénols a été estimee par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu,
tel que décrite par(Singleton et Rossi, 1965 ; Marian et Fereidoon, 2004).C’est I'une des
méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en polyphénols, des plantes
médicinales et les nourritures (Abdel-Hameed, 2009). L’acide gallique est le standard le plus

souvent employé dans la methode de Folin-Ciocalteu(Maisuthisakulet al., 2008) .
V1.2.1. Principe

La teneur phénolique totale est, habituellement, déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotométre UV-Vis, en utilisant I’essai de Folin-Denis ou généralement Folin-Ciocalteu.

Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide phosphotungstique

phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline (Vuorela, 2005).
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V1.2.2. Mode opératoire

Brievement 200uL de chaque extrait (0,5 mg/mL) ont été ajoutés a 1 mL de réactif de
Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 4 minutes.
Apres I’incubation ,800 pL de la solution de carbonate de sodium Na2CO3 (75g /L) a été ajoutée.
Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans l'obscurité a température

ambiante. L'absorbance de tous les extraits a été mesurée a une longueur d'onde de 765 nm.

V1.2.3.Expression des résultats

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 (Figurel3) et exprimeée
en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg)
(Singleton et Rossi, 1965 ; Liet al., 2007 ; Athamena, 2009).

V1.3.Résultats

La spectrophotométrie UV/Visible a permis de quantifier la concentration moyenne des
polyphénols présents dans les extraits préparés de la plante détude (Figure 14).Les résultats sont
représenté sont été déterminés a partir de l'équation: Y= 0,0095 X- 0,0103, R2= 0,996 et
exprimés en (ug EAG/mg d’extrait ).
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Nos résultats montrent que la teneur en composés phénoliques varie d'un extrait a l'autre.
le plus riche en polyphénols est celui de EP (351ug EAG/mg),suivi de ME (245ug
EAG/mg). L'extrait DM renferme une teneur modérée (117ug EAG/mg) par rapport a celle de EP

et de ME. L'extrait AE présente le plus faible rendement (62,8ug EAG/mg).

V1.4. Discussion

Genéralement, toutes les plantes de la famille des Lamiacées sont connues pour leurs
composés phénoliques(Gortzi etal.,2007; Feckaet al.,2008).Ceci est en accordance avec nos

résultats montrant la présence de polyphénols totaux dans tous les extraits variant entre 62,82 +

28,2 mg et 351 £ 37,7ug EAG/mg d'extrait.

R.Officinalis en polyphénols totaux, mais avec une teneur variant entre 33 mg et 185,71+4mg.

Nos résultats concordent avec ceux de Fadili et al. (2015) qui confirment la richesse de

Leur étude a défini l'extrait AE comme l'extrait majoritaire en polyphénols.

Les valeurs de Celiktaset al., (2007 (a)) s’étendent de 34,1 a 119 mg GAE/g , résultats
clairement lointains des notres.

Les résultats décalés résultent vraisemblablement de:

Teneur des polyphénols totaux (en ng EAG/mg d'extrait) des quatre extraits de R. Officin

v’ Facteurs physiques et chimiques qui gouvernent les méthodes d'extraction solide-liquide :
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le réactif solvant et son volume, masse de la plante, la température, la durée d'extraction .Perez et
al., (2007) ont montré I’effet du traitement de pré-extraction (irradiation ionisante) et du solvant

d’extraction, sur la concentration des composés phénoliques totaux dans les extraits du romarin.

v 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 de protéines etc. (Vuorela, 2005 ; Gomez-Caravacaet al.,2006).

v Le solvant d'extraction emporte des substances non phénoliques comme les sucres, les
protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation
phénolique(Djeridane et al.,2006).

v' Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les composés
phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de
composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé
(Tawaha et al.,2007).

v La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement dela
plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures (la température élevee,
exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des métabolites
secondaires tels que les polyphénols (Falleh et al.,2008).

v' En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinseques (génétique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles,
la maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Falleh et al.,2008 ; Podsedek,
2007et Athamena, 2009).

En conclusion, nous avons constaté que nos extraits sont riches en "polyphénols ".Ces derniers
sont réputés pour leur pouvoir "antioxydant”. La partie suivante dans cette recherche a été
consacrée pour valoriser ce "pouvoir " chez nos extrais d'étude. L’estimation quantitative des
polyphénols totaux pour chaque extrait (par la méthode de Folin-Ciocalteu) a montré que
I'extrait EP est le plus riche en ces composes (351ug EAG/mg d'extrait) malgré son rendement
modéré (4,74 Q).
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VI1I. Evaluation de I'activité antiradicalaire des extraits d’étude

Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des éléments trés importants pour la vie
de lorganisme suite a I'implication de leurs effets bénéfiques, par exemple les radicaux
oxygeniques exercent des actions critiques sur les signaux de traduction, et sur les génes de
transcription. Les cellules phagocytaires (macrophages) utilisent, également, les espéces réactives
dérivées de I’oxygéne (ROS) pour combattre les agents infectieux (bactéries et virus). Cependant,
ces mémes radicaux peuvent causer des dégats oxydatifs cellulaires, endommagement des tissus et
méme la mort des cellules et le développement des processus pathologiques (Fotsing Matene, 2005
; Wang et al., 2008).

Les antioxydants naturels sont présents dans I’alimentation ; pour la plupart ce sont des
composés phenoliques qui possedent au moins un noyau aromatique, contenant un ou plusieurs
substituant. En effet, cette propriété antioxydante est en relation directe avec la structure de ces
molécules (Cosioet al., 2006) .

Cette partie d'étude est menée par deux étapes ; la premiére vise a définir qualitativement l'extrait
"antioxydant" par un test de CCM/DPPH qui nous a orientés a realiser une estimation quantitative

de celui révelé "antioxydant”. Ce qui nous permettrait de ne pas gaspiller le réactif de DPPH.

VII.1. Test CCM/DPPH

La chromatographie sur couche mince est une méthode facile a mettre en ceuvre. Elle donne
I’avantage de nécessiter peu de matériel et de fournir des résultats facilement interprétables et
toujours trés reproductibles (Bataille, 2000).A I’origine, la CCM a été utilisée pour la séparation
des substances colorées (d’ou son nom). Aujourd’hui, elle est considérée comme une meéthode

puissante pour les analyses qualitatives et quantitatives (Akroum, 2006).

VII.1.1. Matériel

> !_L’ Vaporisateur
= o <«— Capillaire . -
Vortex l—l_.
. ' Solution DPPH

Plaque de silice DA

I Figure 15 : lllustration de matériel nécessaire pour le test qualitatif CCM/DPPH.
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VI1.1.2. Mode opératoire

a. Préparation de la phase stationnaire : La chromatographie sur couche mince a été realisee sur
des plaques pré-étalées de gel de silice.

b. Préparation de la phase mobile: Absence de phase mobile du fait que les extraits d’étude seront
testés sans aucun développement.

c. Le dépodt : le dépbt se fait avec des tubes capillaires en verre a usage unique, d’une fagon
perpendiculaire et linéairement. 1l faut sécher aprés chaque dép6t avec un seche-cheveux, par
exemple (Figure 16) (Sine, 2003 ; Akroum,2006 et Zeghad, 2009).

<— Capillaire «— Plaque —>

oo
Ligne de dépot

¢pot perpendiculaire

Figure 16 : lllustration du dép6t pour une CCM.
d. Révélation: la plaque est déposée en position verticale ou légerement inclinée, puis elle est
pulvérisee a laide dun vaporisateur par une solution méthanoligue du DPPH (2mg/mL)
préalablement préparé (Sine, 2003).
e. Lecture :un resultat positif (présence de potentiel antioxydant) est manifesté par l'apparition de
spots jaunes-blancs sur fond violet.
Cette expérience est reéalisée deux fois avec et sans désignation de concentration de solution-meére

d'extrait/volume de dépot de spot.

VI1.2. Test antiradicalaire contre le DPPH (spectrophotométrie UV-Visible)

VI1.2.1. Principe

L’activité antioxydante des flavonoides peut étre mesurée par I’utilisation d’une méthode
simple, rapide et facile a mettre en ceuvre ; c’est la méthode de DPPH. Ce dernier est un radical
libre, stable, qui posséde une bande maximum d'absorption entre 515-528 nm (Athamena, 2009),
employé pour évaluer I’activité antioxydante des composés pures ou de mélange complexe. La
méthodologie est basée sur la decroissance de I’absorbance d’une solution méthanolique de DPPH
suite a I’addition de I’antioxydant (Bernardiet al., 2007).
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En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2,2 diphényl 1 picrylhydrazyl)(Figure 14) de

couleur violette se réduit en 2,2 diphényl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Maataouiet
al.,2006).

CHy CHy
HC =My HC e CHy
e O

W i g Anti~Orddant ne ) OB
NENS NO:  — NN {» —NO:
s > ON Herbal extract ; ON
: M RC
CHy Oy
sy O
™ g HC

CHy

N

DPPH radical Reduced DPPH

Figure 17 : Forme libre et forme réduite de DPPH.

Ce radical est un oxydant qui peut étre réduit par l'antioxydant (AH) selon la réaction suivante
:(Athamena,2009 ; Celiktas et al., 2007 b) :

DPPH +AH — BPPH-H+A

VI11.2.2. Matériel
Solution
méthanolique de Micropipette (1000 pL)
DPPH s » spectrophotométre

Figurel8 :lllustration de matériels nécessaires pour le test du pouvoir antiradicalaire
contre DPPH (spectrophotométrie UV-visible).
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VI11.2.3. Méthode

La mesure de I’activité antiradicalaire des quatre extraits de R. officenalis a été effectuée par
le test au DPPH selon la méthode de (Looet al., 2008).
- 100 pL de I’extrait & tester a une concentration de 5mg/mL.
- 3 mL d’une solution méthanolique de DPPH a une concentration de 0,037 mg/mL, préparée a
partir de 9,30 mg de DPPH solubilisé dans 250mL du méthanol absolu.

La densité optique (DO) est mesurée & 517 nm, aprés 30 minutes d’incubation & I’obscurité a

température ambiante.
VI11.2.4. Expression de résultats
Les résultats sont exprimés en tant que pourcentage d’inhibition du radical DPPH (PI). La

décroissance de I’absorbance est convertie en pourcentage d’activité Scavenger selon I’équation
suivante (Looet al., 2008) :

Pl= [(Al-A2)/A1] x 100

Pl : pourcentage d'inhibition (%)

Al : absorbance du contrdle(solution du DPPH sans extrait).

A2 : absorbance en présence de I’extrait.

Chaque extrait est testé répété en duplicata, sauf celui de ME(triplicata), a cause de non
disponibilité de DPPH. Les résultats ont été présentés par la moyenne de deux expériences

différentes.
VI11.3. Résultats
VI11.3.1. Test CCM/DPPH

La pulvérisation de la plaque CCM par une solution méthanolique de DPPH, révele

I’apparition de quatre taches jaunes, clairement nettes dans la figure ci-apres.
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Figure 19 :Comportement des extraits de R.officinalissur plaque CCM de silice, aprés
pulvérisation par une solution DPPH méthanolique.

En terme d’intensité de couleur, la plus élevée est celle de ME, par la suite celles de EP et

DM qui sont d'intensité identique. Quant a I’extrait AE, il présente la couleur la moins intense.

VI1.3.2.Evaluation du pouvoir antiradicalaire contre le DPPH (spectrophotométrie UV-

Visible)

Le changement de la couleur de la solution méthanolique de DPPH en présence de chacun

des extraits a tester, a été mesuré a 517 nm. Les résultats des pourcentages d'inhibition (Figure 20,

21) du radical libre DPPH par les extraits de R.officinalis, sont présentés dans la Figure 22.
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Figure 20:Schéma représentatif de la réaction de virement de la couleur mauve de DPPH
"réduit” en DPPH jaune "oxydé "en présence d'antioxydant (DPPH).

Figure 21:Pouvoir antioxydant des 4extraits d'étude prouvé par le virement de DPPH en couleur

jaune.
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Figure 22 :Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH par les extraits de R. officinalis.

L’activité anti-radicalaire la  plus importante est représentée par AE (94,8%) suivie,
respectivement, par EP (94,0%), DM (93,6%) et M E (92,8%).

Discussion

Dans Le test CCM-DPPH, les antioxydants réduisent et décolorent le radical DPPH, a un
composé jaune le diphényl picryl hydrazine. L’ampleur de la réaction dépendra de la capacité des
antioxydants de donner I’hydrogene (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

Nos résultats, exprimés en pourcentage de I’activité anti-radicalaire (%) (Figure 22), ont
révélé que tous les extraits testés sont des anti-radicalaires dont le plus oxydant est AE traduit par
un pourcentage d'inhibition de 94,8 %.Les extraits EP et DM ont marqué un pouvoir antioxydant
important avec une valeur au voisinage de 94,0%. Le ME a donné un résultat de l'ordre de 92,8%,
ce qui lui a permis d'étre "antioxydant". D'apres ces resultats, nous pouvons constater que tous les
extrais de R.officinalis sont de puissants antioxydants.

Le résultat de I’activité anti-radicalaire de I'extrait AE est tres proche de celui(95,81%).
obtenu par Athamena (2009).Néanmoins, il est tres loin de celui trouvé par Akroum (2006)dont le
pourcentage est tres faible (47,65 %).Almela et al.,(2006) ont confirmé notre résultat pour le ME.
Selon leur étude, le ME s'est avéré un antioxydant tres puissant (96,18%). Selon Turkmen et al.,
(2007), les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces d'’hydrogéne au radical DPPH, en

raison de leur chimie structurale idéale.
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La présence de composés phénoliques (flavonoides, coumarines), alcaloides et des

terpénoides, seraient probablement a I’origine de I’activité antioxydante de R. officinalis. Les
flavonoides, reconnus comme d’excellents antioxydants (Bruneton, 1999), pourraient jouer un réle
important dans le systeme de défense. Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas
étre négligés, par ce que la synergie entre les différents produits chimiques I'un avec l'autre, devrait
étre prise en considération dans l'activité biologique (Bourgou et al., 2008). D’un autre coté, la
fraction phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les interactions synergiques entre les
antioxydants dans un mélange fait que I’activité antioxydante dépend non seulement de la
concentration, mais également de la structure et la nature des antioxydants (Fallehet al., 2008).

En conclusion, les résultats des tests sont en accord avec ceux décrits dans la littérature. En
effet, le romarin est une plante qui appartient a la famille des Lamiaceaes, qui inclut un grand
nombre de plantes qui sont bien connu pour leurs propriétes anti-oxydantes et que la plupart de
leurs composants antioxydants ont été identifiés (Tepeet al., 2006 ; Kivilompoloet 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 dle principalement aux composes
phénoliques, appartenant a trois groupes : les diterpenes phénoliques, les acides phénoliques et les
flavonoides (Almelaet al., 2006).

Nous expliquons de ce , lutilisation des composés polyphénoliques dans la fabrication des
médicaments antiradicalaires (flavay, daflon...). Certains de ces composés sont, aussi, doues d'une
activité antioxydante leur permettant d'étre utilisés contre les différentes maladies cardiovasculaires,

peroxydation lipidique, cancer...) (Bonchy, 2001; Nomoto, 2004 et Lahouel, 2004).
Pour conclure , I'évaluation de l'activité antioxydante par le radical libore DPPH montre que

les pourcentages d'inhibition varient entre 92,8% et 94,8% .Ces résultats ont prouvé que nos extraits

sont "antioxydants naturels réputés".
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VIII. Activité antibactérienne
Ce test est réalisé au niveau de laboratoire de contréle de qualité, Département de Biologie
Appliquee, Faculté des Sciences exactes et des Sciences de la nature et de la vie ,Université de
Tebessa dont le but de test est le pouvoir antibactérien des extraits de notre plante.

VI11.1. Protocole d’application balance
VI11.1.1. Matériel

Ballance Micropipette Tube Ecouvi Microscope ( ) )

de s sec llons optique PTICA | g )

précision || 100- o AXIOM 2000 ! 7 J
1000ul/LaborgerateGmbH | /a vis

ALS 286 Boite de Pétri

AN 5-50ul/SPINREACT

Figure 23 : Matériel utilisé pour le test antibactérien.

VII11.1.2. Méthode de détection "diffusion en milieu solide sur milieu gélose **

L activité antibactérienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu
solide sur milieu gélose de Mueller-Hinton, encore appelée méthode de diffusion par puits sur
gélose, décrite par Kirby-Bauer et al.(1966),Berghe et Vlietinck(1991)et reprise par Kechkar
(2008).Deux souches bactériennes (Figure ci-dessous) ont été choisies pour leur particularité
structurale et métabolique(Athamena, 2009), ainsi que pour leur pathogénéicité (la contamination

des denrees alimentaires) ( Riyaha,2013).

VI11.1.3.Souches bactériennes
Le support microbien est compose de deux souches de références :

= Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
= Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Staphylococbys wifens> - (| Pseudomonas aeruginosa
Figure 24 :Souches bactériennes d'étude(www.santelog.com, www.Microbiologyinpictures.com)
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VII1.1.4.Vérification de la pureté des souches
La vérification des puretés des souches bactériennes est basée sur :
= [|observation macroscopique des colonies (couleur, aspect et diamétre) et I’observation
microscopique des bactéries (mobilité, forme et le mode de réarrangement) ;
= lacoloration de Gram ;
= e test de la catalase et de I’oxydase (Makhloufi, 2013)

La pureté des bactéries d'étude a été confirmée par la coloration de Grampour
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,quant au Staphylococcus aureus ATCC 25923la
confirmation est fournie par Mr. Menasria (M.A.A.Département de Biologie Appliquée, Faculté des

Sciences exactes et de Sciences de la vie et la nature, université de Tébessa).

VI111.1.3. Conservation des souches

Les souches pures sont conservées a 4°C dans la gélose nutritive inclinée.

VI11.1.4.Repiquage des especes bactériennes

Les différentes espéces bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis

incubées a37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de I’inoculum
(Dulger et Gonuz, 2004 ; Parekh et Chanda, 2007 ; Rota et al., 2008)

VI111.1.5. Préparation de I'inoculum

VII1.1.5.1.Enrichissement

Deux colonies bien séparees et uniformes des especes bactériennes concernées, ont été
prélevées, a l'aide d'une anse de platine , pour étre homogénéisées dans 5 mL de bouillon nutritif
(25 g de BN dans un litre d'eau distillée stérile), puis portées a I’incubation pendant 18-24 h a 37°C

dans I'étuve. Pour chaque bactérie préparer trois tubes a vis.

VI111.1.5.2. Préparation de la suspension bactérienne

Dans 5 mL d'eau physiologique stérile, mettre 500 uL de la suspension bactérienne de

18-24 h présentant une turbidité élevée.
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VII1.1.7 Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton stérile préte a I'usage a été coulée (13 mL) dans des boites de
pétri stériles de 90 mm de diametre .L'épaisseur de la gélose est de 5 mm répartie uniformément
dans les boites. Ces dernieres doivent étre sécheées de 15-45 mn a une température ambiante du

laboratoire ,dans la zone stérile du bec bunsen avant leur emploi.
VI11.1.8.Ensemencement / Test antibactérien

Mettre 13 mL de la gélose MH dans chaque boite de pétri (épaisseur de 5 mm) et laisser
sécher pendant 15 mn a température ambiante de laboratoire, dans la zone stérile du bec bunsen. A
l'aide d'un écouvillon stérile, ensemencer, sous forme de stries serrées, la bactérie d'étude. Dans le
cas de I’ensemencement de plusieurs boites de pétri, il faut recharger I'¢couvillon a chaque fois.
Ensuite, inonder la surface de la gélose avec 1mL de la suspension bactérienne et laisser pendant 15
mn a température ambiante. Par la suite, éliminer I'exces de la suspension bactérienne.
Creuser trois puits (diamétre 6 mm) dans chaque boite de pétri, a l'aide d'une pipette pasteur stérile,
dans lesquels 15 uL d'extrait d'étude (10 mg/mL) sont introduits. Laisser a température ambiante,
pendant 30 mn, pour la prédiffusion et incuber pendant 18-24 h a 37°C dans I'étuve.
Les essais ont éte effectués en triplicata pour chaque extrait, vis-a-vis les deux bactéries d'étude,

pour deux expériences.
et ipett
(72 v S

@ le hquide descend
par gravité

Etape de creusement de puits

\ Etape d'enrichissement Etape d'ensemencement /

N

{ Figure 25 : lllustration des principales étapes de la méthode de diffusion sur milieu gélose

Remarque: Pour Staphylococcus aureus ATCC 25923, I’ensemencement est réalisé par

écouvillonnage.
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VII1.1.9. Lecture

L’inhibition, quand elle est présente, se manifeste par des zones de stérilité autours
des puits imprégnés d'extraits. Ces zones sont dites : zones d’inhibition. Leur diamétre nous permet
d’évaluer le degré d’action des composés traites sur la croissance des bactéries (Akroum, 2006). La

mesure a éte faite a I’aide d’une régle.

Z: zone d'mhibition

Croissmce nucrobienne

Figure 26: Illustration de la mesure d'une zone d'inhibition.

Les résultats peuvent étre symbolisés par des signes d’apres la sensibilité des souches

vis-a-vis des extraits d'étude (Athamena, 2009).

Tableau 04 : Sensibilité et degre d’activité selon le diamétre d’inhibition(Athamena, 2009).

Diametred’inhibition (X) Degré de sensibilité des germes Résultat
X <8 mm Non sensible -
9mm< X <14 mm Sensible +

15 mm< X <19 mm Tres sensible ++

X >20 mm Extrémement Sensible +++

VI111.2. Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme

VI11.2.1. Principe

Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard de souches utilisées et le
comparer avec I’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface

d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier.
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VII11.2.2.Mode opératoire

Les antibiotiques utilisés pour

v' Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 sont :
Ticaracilline + acide clavulanique 85 g, Ceftazidime 30 ug, Gentamycine 10 pg, Amikacine 30 pg,
Colistine 10 pg, Aztreonam 30 ug, Ampicilline 10 pg et Ceftaxime 30 pg.

v’ Staphylococcus aureus ATCC 25923 sont :
Amoxicilline 30 ug, Gentamycine 10 ug, Titracilline 75 pg, Amikacine 30 ug, Cefotaxine ??30 pg,
Rifampicine 5 pg .

Déposer les disques d'antibiotiques dans des boites de pétri contenant 13 mL de milieude

MH gélifié, ensemencée avec la bactérie d'étude. Incuber pendant 18-24 h a 37°C dansl'étuve.Les
résultats obtenus sont exprimés en millimetre (diamétres des zones d'inhibition).Les essais ont été
effectués en deux experiences pour chaque antibiotique et pourchaque espece bactérienne étudiee.
Les résultats expérimentaux sont exprimés selon la moyenne des valeurs obtenues +I’écart type
(SD).

VI11.3. Resultats
1.  Confirmation de la pureté des souches
Les tests réalisés pour Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et
Staphylococcusaureus ATCC 25923 ont prouvé qu'elles sont pures :elles ne présentent ni

contamination, ni mutation n'est observée (Tableau 05,Photo 06).

Tableau 05 :Caractéres morphologiques des bactéries utilisées comme germes-tests.

Nom des bacteéries Morphologie Couleur Gram
Pseudomonas

aeruginosa Bacill

ATCC 27853 actile rose ]
Staphylococcus Cocci violet +
aureusATCC 25923

ATCC: American type culture collection
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Figure 27:Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(Microscope optique x 100)

Remarque :La confirmation de la pureté de Staphylococcus aureus est fournie par Mr. Menassria
Taha.

2. Sensibilité aux extraits de R. officinalis
Cette activité est mise en évidence par la méthode de diffusion sur gélose .Cette
méthode nous permet de déterminer la sensibilité ou la résistance des bactéries aux extraits, mais

elle est peu efficace pour mesure I’action inhibitrice de ces derniers (Akroum, 2006).

Les résultats de I'évaluation antibactérienne des extraits sont repris ci-dessous (Figure 28 , Tableau 07).
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Figure 28: Effet inhibiteur des extraits de R. officinalis sur P. aeruginosa ATCC 27853 (A ) et
S. aureus ATCC 25923(B) par la méthode de diffusion sur milieu gélose.
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Tableau 06 : Détermination de diamétres des zones d'inhibition (mm) des extraits de R. officinalis

Essai EP DM AE ME
Pseudomonas
aeruginosa Essai 01 (24 h) 10,7 +1 14,557 130+2 153+2,2
ATCC 27853 +) (+4) (+) (++)
Essai 02 (48h) 24,1 +£8,3 255+14 | 475%21,0 32,3+16.1
(+++) (+++) (+++) (+++)
Staphylococcus
aureus ATCC Essai 01(24h) | 11,4 £0,5 135 +£0,2 10,1 £0,6 128+0,1
25923 ) +) (+) (+)

(+) : Sensible ; (++) : trés sensible ;(+++) extrémement sensible

Nous prenons en considéeration les résultats de lecture aprés 24h d'incubation pour les
deux bactérie-test .Nos résultats montrent que les extraits DM et ME sont trés actifs sur P.
aeruginosa ATCC 27853 par rapport aux extraits EP et AE .Ces quatre types d'extraits de R. officinalis

ont le méme niveau d'activité sur S. aureus ATCC 25923

3. Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques.

Les reésultats de la sensibilité des souches testées aux antibiotiques sont résumés dans les

Figures et le Tableau ci-dessous.
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Figure 29:Effet inhibiteur des antibiotiques sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(Abidat et Mebarki, 2015).

Figure 30:Effet inhibiteur des antibiotiques sur Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Abidat et Mebarki, 2015).
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Tableau 07 : Résultats d'antibiogramme.

Zones d'inhibition (mm)

GNT AMI TCC CTX ATM AMP CS CAZ
Pseudomonas
aeruginosa 15 + | 22.25+ | 27.5+0. | 30 +{30 +£|1513+ |13 + |24 +
ATCC 0.00 0.35 35 0.00 0.00 0.18 0.00 0.00

(++) (+++) (+++) (+++) (+++) (++) (+) (++)
Staphylococcus | 20.75+1. | 20.9+ | 10.7+0. | 20.06+ AUG RIF
aureus 06 0.14 42 1.5 16.29+ 0.77 12.37 £ 0.05
ATCC +++ +++ + +++ ++ +

(+) : Sensibilité limitée ; (++) : Sensibilité moyenne ; (+++) : Trés sensible.

GNT : Gentamycine ; AMI : Amikacine ; TCC: Ticaracilline + acide clavulanique ;CS : Colistine
;. ATM : Aztreonam ; AMP :Ampicilline ; CTX : Ceftaxime ;CAZ
:Ceftazidime;AUG: Amoxicilline; RIF :Rifampicine.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC 25923ont montré des

sensibilités différentes aux antibiotiques testés.

VI11.4.Discussion

Plusieurs travaux ont mis en evidence la grande sensibilité des bactéries Gram (+) par
rapport aux Gram (-) (Koné et al., 2004 ;; Hayouni et al., 2007 ; Shan et al., 2007 ; Turkmen et
al., 2007 ; Falleh et al.,2008 ). Ceci peut s’attribuer a la différence dans les couches externes des
bactéries Gram (-) et Gram (+). Les bactéries Gram (-), indépendamment de la membrane des
cellules, possedent une couche additionnelle ,la membrane externe, qui se compose des
phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable a la
plupart des molécules. Néanmoins, la présence des porines dans cette couche permettra la diffusion
libre des molécules avec une masse moléculaire en-dessous de 600 Da(Georganteliset al., 2007).
Donc, il est facile de prévenir que la souche "hypersensible” est celle de Staphylococcus aureus
ATCC. Or, ce n'est pas le cas dans cette étude .C'est la souche Pseudomonas aeruginosa ATTC qui

s'est avérée "hypersensible"” aux extraits de R.officinalis.
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La sensibilité élevée de P. aeruginosa pour les extraits DM et ME est comparable a celle
des antibiotiques GNT , AMP , CAZ , moindre que celle des AMI,TCC,CTX,ATM et plus élevéee
que CS. Les extraits EP et AE ont présenté une efficacité comparable a celle de CS mais plus
faible qu'’AMI, TCC, CTX, ATM,GNT, AMP et CAZ.

Pour la souche S. aureus nous avons noté une sensibilité similaire vis-a-vis de tous les extraits
.Cette sensibilité est identique a celle de TCC et de RIF et plus faible que GNT, AMI, CTX,AUG .

L'activite antibactérienne des extraits de R. officinalis peut étre expliquée par le mécanisme
de toxicité vis-a-vis des microorganismes qui se fait, soit par des interactions non spécifiques telles
que I'établissement des ponts hydrogénes avec les protéines des parois cellulaires ou les enzymes ,la
chélation des ions métalliques, inhibition du métabolisme bactérien, la séquestration de substances
nécessaires a la croissance des bactéries (Karouet al., 2005).

Géneralement, toutes les plantes de la famille Lamiaceae connues pour ses COmMpPOSes

phénoliques, ont été prouveé actifs contre une variété de micro-organismes (Gortziet al., 2007).

Nos résultats justifient lutilisation de R. officinalis dans les traitements traditionnels

comme un remede antibactérien (Makhloufi, 2013).
On conclure que I’évaluation du pouvoir antibactérien des extraits vis-a-vis Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 , par la méthode de diffusion dans

un milieu solide, a montré que ces deux souches sont “sensibles™ a tous les extraits de R.officinalis.
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l. La teneur en eau

La teneur en eau est trés élevé chez la plante (76, 20 %) d’ou sa composition non fibreuse

Nos résultats difféerent de ceux trouvés par Rahmoun et Messai (2011) , qui avancent
un taux de 51,7% malgré que la plante a été récoltée de la méme région de notre étude (EL
Hammamet a 15 km).La teneur en eau de R.officinalis de la présente étude ,laisse apparaitre
qu'il est tres humide par rapport a celui étudié par Rahmoun et Messai(2011).

Le taux d'humidité de R.officinalis de la présente étude sapproche de celui de
R.officinalis du Sud Algérien (Athamena,2009) , d'une part , et ,dautre part ,il est trés
supérieur de celui (28,17%) de R.officinalis de Bechar (Makhloufi , 2013).

Il.  Screening phytochimique

Nos résultats des tests de caractérisation phytochimique pour Rosmarinus Officinalis
contient abondamment de Saponines, Flavonoides, Tannins galliques, Tannins catechiques
mais il a été observe I’absence des alcaloides, ces resultats sont comparable a celles de
Fadiliet al.(2015) ; Makhloufi (2013)

IIl.  Extraction des polyphénols totaux

Le rendement de I'extrait ME (6,68%) domine les autres extraits mais il est plus faible
que celui (13,06%) révéle par Fadilil et al (2015) pour R.officinalis des Hauts Atlas Oriental
du Maroc. Les rendements des extraits EP et DM sont identiques avec des valeurs
moyennement importantes (4,74%), alors que celui d'AE s'est avéré le plus faible, soit de
2,55 %.

IV. Dosage des composés phénoliques

Nos résultats concordent avec ceux de Fadili et al. (2015) qui confirment la richesse
de R.Officinalis en polyphénols totaux, mais avec une teneur variant entre 33 mg et

185,71+4mg. Leur étude a défini I'extrait AE comme l'extrait majoritaire en polyphénols.
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Les valeurs de Celiktaset al., (2007 (a)) s’étendent de 34,1 a 119 mg GAE/g , résultats

clairement lointains des notres.

V. l'activité antiradicalaire des extraits

Dans Le test CCM-DPPH, les antioxydants réduisent et décolorent le radical DPPH, a
un composé jaune le diphényl picryl hydrazine. L’ampleur de la réaction dépendra de la
capacité des antioxydants de donner I’hydrogéne (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

Nos résultats, exprimés en pourcentage de I’activité anti-radicalaire (%) , ont révélé
que tous les extraits testés sont des anti-radicalaires dont le plus oxydant est AE traduit par un
pourcentage d'inhibition de 94,8 %.Les extraits EP et DM ont marqué un pouvoir antioxydant
important avec une valeur au voisinage de 94,0%. Le ME a donné un resultat de l'ordre de
92,8%, ce qui lui a permis d'étre "antioxydant"”. D'apres ces resultats, nous pouvons constater
que tous les extrais de R.officinalis sont de puissants antioxydants.

Le resultat de [Pactivité anti-radicalaire de lextrait AE est trés proche de
celui(95,81%). obtenu par Athamena (2009).Néanmoins, il est trés loin de celui trouvé par
Akroum (2006)dont le pourcentage est trés faible (47,65 %).Almela et al.,(2006) ont
confirmé notre résultat pour le ME. Selon leur étude, le ME s'est avéré un antioxydant trés
puissant (96,18%). Selon Turkmen et al., (2007), les polyphénols semblent étre des

donateurs efficaces d'hydrogene au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale.

VI. Activité antibactérienne

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

cellules, possédent une couche additionnelle ,la membrane externe, qui se compose des
phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable a
la plupart des molécules. Néanmoins, la présence des porines dans cette couche permettra la
diffusion libre des molécules avec une masse moléculaire en-dessous de 600
Da(Georganteliset al., 2007).
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Donc, il est facile de prévenir que la souche "hypersensible” est celle de Staphylococcus
aureus ATCC. Or, ce n'est pas le cas dans cette étude .C'est la souche Pseudomonas
aeruginosa ATTC qui s'est avérée "hypersensible™ aux extraits de R.officinalis.

La sensibilité élevée de P. aeruginosa pour les extraits DM et ME est comparable a
celle des antibiotiques GNT , AMP , CAZ , moindre que celle des AMI, TCC,CTX,ATM et
plus élevée que CS. Les extraits EP et AE ont presenté une efficacité comparable a celle de
CS mais plus faible qu’AMI, TCC, CTX, ATM,GNT, AMP et CAZ.

Pour la souche S. aureus nous avons noté une sensibilité similaire vis-a-vis de tous les extraits
.Cette sensibilité est identique a celle de TCC et de RIF et plus faible que GNT, AMI,
CTX,AUG.

L'activité antibactérienne des extraits de R. officinalis peut étre expliquée par le
mécanisme de toxicite vis-a-vis des microorganismes qui se fait, soit par des interactions non
specifiques telles que I'établissement des ponts hydrogenes avec les protéines des parois
cellulaires ou les enzymes ,la chélation des ions métalliques, inhibition du métabolisme
bactérien, la séquestration de substances nécessaires a la croissance des bactéries (Karouet
al., 2005).

Géneralement, toutes les plantes de la famille Lamiaceae connues pour ses
composés phénoliques, ont été prouvé actifs contre une variété de micro-organismes
(Gortziet al., 2007).

Nos resultats justifient I'utilisation de R. officinalis dans les traitements traditionnels

comme un remede antibacterien (Makhloufi, 2013).
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Conclusion

Dans la présente étude nous avons tenté d’évaluer Iactivité antioxydante et
antibactérienne des extraits préparés a partir de la partie aérienne de Rosmarinus Officinalis
récoltée de "djebel Belkfif", situé & 21km d'El Hammamet, Tébessa, Algérie.

Le criblage phytochimique de la plante a montré une composition chimique dominée par
les polyphénols "molécules d'or".

L'extraction de ces principes actifs par des solvants organiques de polarité croissante
(EP, DM, AE, ME) , a révélé que I'extrait le plus rendable était le ME avec une valeur de d'ordre
de 6,68%.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux pour chaque extrait (par la méthode de
Folin-Ciocalteu) a montré que I'extrait EP est le plus riche en ces composés (351ug EAG/mg
d'extrait) malgré son rendement modeéré (4,74 g).

L'évaluation  de [lactivité antioxydante par le radical libre DPPH montre que les
pourcentages d'inhibition varient entre 92,8% et 94,8% .Ces resultats ont prouvé que nos extraits
sont "antioxydants naturels réputés”

L’évaluation du pouvoir antibactérien des extraits vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC 25923, par la méthode de diffusion dans un
milieu solide, a montré que ces deux souches sont "sensibles” a tous les extraits de R.officinalis.

Cette étude montre que la plante Rosmarinus officinalis est un "antioxydant™ et un
"antibiotique naturel”, renfermant une teneur prononcée de polyphénols. Les polyphénols,
groupes de molécules de structures variées, trouvent dor et déja une large utilisation en
phytothérapie. Pour autant, leur connaissance est encore imparfaite. Ils suscitent actuellement
beaucoup d'intérét en raison des bienfait qu'ils pourraient apporter en terme de prévention des

maladies.



GLOSSAIRE

Acétate d'éthyle
L'acétate d'éthyle est un liquide, a l'odeur caractéristique fruitée. C'est un ester résultant de
I'éthanol et de l'acide acétique utilisé principalement comme solvant ans de l'alcool éthylique ou

un autre solvant.

Activité antibactérienne
correspond a l'activité d'une molécule ou d'un composé présent au sein d'un végétal qui, a tres

faible concentration, inhibe le développement d'une bactérie ou la tue.

Antioxydant
On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible concentration
comparee a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniere significative I’oxydation

de ce substrat.

Dichlorométhane ou chlorure de méthyléne (déenommé R30 dans la liste des gaz fluorés et
frigorigénes), est un composé chimique se présentant a temperature ambiante comme un liquide
incolore et volatil émettant une odeur douceatre relativement forte pouvant mettre certaines

personnes mal a l'aise.

Ether de pétrole

est un mélange dialcanes plus ou moins complexe. L'appellation vient du fait qu'il s'agit de la
fraction de distillation du pétrole ayant le méme point d'¢bullition (35°C) que I'éthylique. Elles
sont encore appelées « essences ». L'éther de pétrole est un produit dangereux. Il posséde trois

pictogrammes de danger. Il est nocif, dangereux pour I'environnement et inflammable.

Extraction
consiste a retirer (extraire) une ou des especes chimiques d’un milieu solide ou liquide.

Extraction solide —liquide
consiste a laisser un végétal au contact du solvant froid ou chaud afin que certains de ses

constituants s'y dissolvent.


https://fr.wikipedia.org/wiki/R30
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Liste_des_gaz_fluor%C3%A9s_et_frigorig%C3%A8nes&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Liste_des_gaz_fluor%C3%A9s_et_frigorig%C3%A8nes&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Liste_des_gaz_fluor%C3%A9s_et_frigorig%C3%A8nes&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alcane
https://fr.wikipedia.org/wiki/Distillation_du_p%C3%A9trole
https://fr.wikipedia.org/wiki/Point_d%27%C3%A9bullition
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mati%C3%A8re_dangereuse
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tiquette_de_danger_des_substances_chimiques
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tiquette_de_danger_des_substances_chimiques

Gemmothérapie

Le mot gemmothérapie provient du latin « gemmae », qui signifie a la fois bourgeon et pierre

précieuse, se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux .

Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles et odorantes qui sont sécrétées par
les plantes aromatiques que I'on extrait par divers procédés dont I’entrainement a la vapeur d’eau
et I’hydro distillation par pressage ou incision des végétaux qui les contiennent des bourgeons et
les radicelles.

Macération
action de laisser séjourner, a froid, dans un solvant organique une substance pendant quelques

heures a quelques semaines pour en extraire les constituant solubles.

Meéthanol
Le méthanol (CH3OH, CAS [67-56-1]) est un alcool servant de solvant ou de matiére premiere
dans la synthése de nombreux composes organiques. C’est un liquide clair volatil, toxique,

incolore et inflammable.. Le méthanol est utilisé comme antigel, solvant et carburant.

Métabolite secondaire

Le terme «métabolite secondaire», qui a probablement été introduit par Albrecht Kossel en 1891,
est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes, qui sont
responsables des fonctions périphérique indirectement essentielles a la vie des plantes. Telles que

la communication intercellulaire, la défense, la régulation des cycles catalytiques.

Phytothérapie
Traitement ou prévention des maladies par l'usage des plantes, la phytothérapie fait partie des

médecines paralléles ou des médecines douces.

Solvant

est une substance, liquide a sa température d'utilisation, qui a la propriété de dissoudre, de diluer

ou d'extraire d’autres substances sans les modifier chimiquement et sans lui-méme se modifier.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Substance_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Substance_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dissolution_%28chimie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dilution
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extraction_%28chimie%29
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