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Résume

L'objectif de cette étude est d’extraire I'huile essentielle de romarin provenant de trois
régions d'Algérie (humide, semi-humide et séche) en utilisant la méthode Clevenger. Les
rendements obtenus ont montré que la région de Béchar a le rendement le plus élevé a 7,26 %,
suivie par HE de zone de Médéa a 6,38 %, et enfin celle de la région de Tipaza avec le
rendement le plus faible a 2,31 %.

L’évaluation de l'activité antioxydante a été évaluée a du test DPPH, révélant est
effectuée en utilisent la méthode de teste de DPPH que les huiles essentielles des régions de
Tipaza, Médéa, et Bachar ont des capacités antioxydantes distinctes, avec 1C50 égale
0,00135, 0,0022 et 0,0020 respectivement en comparaison avec 1’acide ascorbique vitamine
C (0,0001) .

Des tests photochimiques ont également été réalisés, identifiant divers composés dans les
échantillons de romarin des trois régions.

L'activité antibactérienne des huiles essentielles a éteé testée contre plusieurs souches
bactériennes, montrant des résultats comparables aux échantillons de référence avec des
diamétres de zones inhibitrices mesurés.

L'activité anti-inflammatoire a été évaluee a l'aide du test BSA (albumine de sérum bovin)
est comparée a une solution de Diclofenac. Les huiles essentielles de Médéa et Bachar ont
démontré une meilleure efficacité anti-inflammatoire que celles de Tipaza, avec des variations
selon la concentration.

Mots Cle : Activités biologiques, Huile Essentielle, DPPH, 1Cso, Extraction.



Abstract

The objective of this study is to extract rosemary essential oil from three regions of
Algeria (wet, semi-wet and dry) using the Clevenger method .The yields obtained showed that
the Bachar region had the highest yield at 7.26%, followed by Oil of Medea zone at 6.38%,
and finally that of the Tipaza region with the lowest yield at 2.31%. The evaluation of the
antioxidant activity was evaluated with the DPPH test, revealing is carried out using the
DPPH test method that the essential oils of the Tipaza, Medea, and Bachar regions have
distinct antioxidant capacities, with 1C50 equal to 0.00135, 0.0022 and 0.0020 respectively in
comparison with ascorbic acid vitamin C (0.0001).

Phytochemical tests were also carried out, identifying various compounds in the rosemary
samples from the three regions.

The antibacterial activity of the essential oils was tested against several bacterial strains,
showing results comparable to the reference samples with measured diameters of inhibitory
Zones.

The anti-inflammatory activity was evaluated using the BSA test (bovine serum albumin)
and compared to a Diclofenac solution. The essential oils of Médéa and Bachar demonstrated
a better anti-inflammatory efficacy than those of Tipaza, with variations according to the
concentration.

Key words: Biological Activities, Essential Oil, DPPH, IC50, Extraction.
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Introduction général

Les plantes ont toujours occupé une place centrale dans la médecine traditionnelle et les
industries pharmaceutiques [2] modernes en raison de leurs propriétés thérapeutiques [1]
diversifiées. Elles constituent une source inépuisable de composés bioactifs, utilisés depuis
des millénaires pour traiter une multitude de maladies. Dans le domaine pharmaceutique, les
extraits de plantes sont souvent explorés pour découvrir de nouveaux médicaments, tandis que
dans la médecine traditionnelle, elles sont employées pour leurs vertus curatives naturelles.

Les plantes médicinales offrent ainsi des alternatives prometteuses aux médicaments
synthétiques, souvent associées a moins d’effets secondaires et a une meilleure tolérance par
I’organisme humain.

Parmi ces plantes, le romarin, communément appelé romarin, est particulierement
intéressant. Cette plante, endémique a la région méditerranéenne [1], est largement reconnue
pour ses propriétés aromatiques et médicinales. Le romarin est utilisé depuis I'Antiquité pour
ses multiples bienfaits, notamment en tant qu‘agent conservateur naturel grace a ses puissantes
propriétés anti oxydantes. Il contient une variété de composés bioactifs, tels que les phénols et
les terpénes, qui lui conferent des activités biologiques notables, y compris des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, et antimicrobiennes [1].

Dans notre travail, I'huile essentielle de romarin est extraite par hydro distillation, en
utilisant un appareil de type Clevenger [1]. Cette méthode permet de séparer et de recueillir
les composés volatils [2] de la plante, qui constituent I'huile essentielle.

Aprés l'extraction, l'analyse de la composition chimique [2] de l'huile essentielle a été
réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectromeétrie de masse [1]. Cette
technique analytique permet de séparer, identifier et quantifier les différents composés
présents dans I'huile essentielle [1].

De plus, nous avons étudié les propriétés biologiques de I'huile essentielle, telles que ses
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antipathiques. Il est essentiel d'effectuer ces
analyses afin de mesurer le potentiel de I'huile essentielle de romarin en tant qu'ingrédient
actif dans les produits cosmétiques, notamment pour son utilisation dans une creme.

Le but de cette étude concerne I'étude de toutes les propriétés biologiques[2] de la plante
médicinale romarin, telles que ses activités antioxydantes, antibactériennes et anti-
inflammatoires. L’échantillon d'huiles essentielles provenant de la plante endémique [1]
romarin de la famille des Lamiacées est collecté dans diverses régions de I'Algérie, qu'il soit

humide, semi-humide ou seche (Tipaza, Médéa et Béchar).
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Introduction général

Le chapitre initial présente une perspective globale sur la plante médicinale [2] romarin. 1l
est divisé en trois parties, expliquant leur principe et leur toxicité. Finalement, une recherche
sur l'analyse phytochimique.

Au cours du chapitre suivant, nous examinons les propriétés biologiques de [1], la plante
médicinale romarin, en expliquant en détail les principes et les techniques d'évaluation
employées. Les huiles essentielles extraites de cette plante ont été étudiees en detail a l'aide
d'une chromatographie en phase gazeuse combinée a la spectrométrie de masse L'essentiel
du romarin. est abordé dans le troisiéme chapitre. L'extrait des huiles essentielles se fait par
hydro distillation de type Clevenger [1]. L'évaluation des activités biologiques des huiles
essentielles obtenues est également abordée dans ce chapitre, en incluant des tests sur leurs
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes. Les résultats obtenus
mettent en évidence l'intérét de ces huiles essentielles pour des utilisations dans les secteurs

de la beauté et de la santé [1].
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Chapitre I : La plante médicinale Romarin

Le romarin est une plante aromatique et médicinale de la famille des Lamiacées,
originaire de la région méditerranéenne. C'est un arbuste a feuilles persistantes, étroites et
axillaires, avec des fleurs blanches a bleu pale. Il est trés utilisé dans les domaines
pharmaceutique, alimentaire, cosmétique et agroalimentaire. Ses feuilles contiennent des
composés comme les huiles essentielles, les flavonoides et les acides phénoliques qui lui
conferent des propriétés anti oxydantes, anti-inflammatoires et stimulantes. Bien qu'originaire
du bassin méditerranéen, il est aujourd'hui cultivé dans diverses régions du monde, aussi bien
a I'état sauvage que domestiqué.

Son parfum piquant et son godt distinctif font de lui un ingrédient incontournable de la
cuisine méditerranéenne. De plus, les extraits de ses feuilles possedent des propriétés
conservatrices naturelles pour préserver la fraicheur des aliments [1].

Cette recherche porte sur une espece particuliéere de romarin, le romarin, provenant de
trois zones géographiques distinctes en Algérie : les régions arides, semi-arides et humides.
Le but est d'examiner comment les différences environnementales entre ces régions
influencent la composition chimique ainsi que les propriétés médicinales des huiles
essentielles extraites de ces divers écotypes de romarin. En étudiant ces variantes locales
d'une méme plante soumise a des conditions climatiques contrastées, on cherche a
comprendre les liens entre les facteurs environnementaux, la production d'huiles essentielles
et leurs potentielles vertus thérapeutiques.

I.1. Les plantes aromatiques et médicinales

1.1.1 Définition :

Selon la pharmacopée européenne, une plante aromatique et médicinale est considérée
comme une drogue végeétale utilisee en médecine traditionnelle pour ses propriétés
thérapeutiques. Cela implique qu'au moins une partie de cette plante possede des vertus
curatives. Les effets thérapeutiques de ces plantes proviennent de leurs principes actifs, c'est-
a-dire des composés bioactifs présents dans la plante [2].

Depuis longtemps, les plantes médicinales sont étroitement liées aux connaissances et aux
pratiques traditionnelles. Selon les statistiques de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
datant de 2003, 80 % de la population mondiale utilise la médecine traditionnelle, qui inclut
l'usage de plantes médicinales, pour répondre a leurs besoins de soins de santé primaires [3].

Il existe plus de 20 000 espéces végétales dans le monde qui sont utilisees comme
condiments, plantes médicinales ou ingrédients cosmétiques. Parmi ces especes, 50 % sont

exploitées par l'industrie pharmaceutique pour leurs propriétés [4].
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Chapitre I : La plante médicinale Romarin

1.1.2. Importance des plantes aromatiques et médicinales :

La majorité des especes végétales a travers le monde renferment des propriétés
thérapeutiques gréce a la présence de principes actifs qui agissent directement sur I'organisme.
Ces plantes médicinales sont utilisées aussi bien dans la médecine conventionnelle que dans la
phytothérapie. Elles offrent des avantages que les médicaments n'ont généralement pas [5].

La phytothérapie : La phytothérapie ou « la thérapie par les plantes » connait une
croissance fulgurante. Au fil des siécles, les societés ont su étendre leur compréhension et leur
utilisation des plantes médicinales. Les utilisateurs sont préoccupés par les effets secondaires
causés par les médicaments et se tournent vers des traitements moins agressifs pour
l'organisme. Il est estimé que les effets secondaires des médicaments chimiques sont
responsables de 10 a 20 % des hospitalisations. C'est la raison pour laquelle la phytothérapie,
qui offre des remedes naturels et bien accueillis par I'organisme, est fréguemment associée
aux traitements traditionnels [5].

1.1.3. Source des plantes médicinales :

En pharmacie, les plantes utilisées peuvent étre soit des plantes sauvages (spontanées)

appelées plantes de cueillette, soit des plantes cultivées [6].
1.2. Etude de La plante médicinale Romarin :

1.2.1. Définition :

Le romarin est un petit arbuste de la famille des Lamiacées. Originaire des régions
méditerranéennes, il pousse naturellement dans les zones arides et rocailleuses aux sols
calcaires, comme les garrigues. Ses feuilles fraiches ou séchées sont couramment utilisees
comme aromate dans la cuisine méditerranéenne. Certaines variétés ameliorées sont
également cultivées pour I'ornementation des jardins.

Le romarin est une plante mellifere trés appréciée des apiculteurs. Son miel, connu sous
I'appellation miel de Narbonne, jouit d'une excellente réputation [7].

1.2.2. Etymologie :

Bien que le romarin se développe loin de la mer, daprés la légende, le romarin est une
plante que I'on retrouvera seulement dans les régions ou s'étend la rosée venant de la mer, au
petit jour [8]. De ce fait, le nom « romarin » viendrait du latin ros marinus (rosée de mer) [9]
Rosa marina qui a donné son nom au genre [10].

Rhus marine est un sucre de mer. Le mot grec « Rhopsmyrinos » signifie « buisson

aromatique » [11].

Page | 4



Chapitre I : La plante médicinale Romarin

o Noms francais : Romarin, Encensier, Herbe aux couronnes, Herbe des troubadours
[12].
o Nom anglais : Rosemary.
e Le romarin comporte aussi plusieurs noms vernaculaires : Iklil Al Jabal, Klil, Hatssa
Louban, Hassalban, Azir, Aklil, 1klil.
« Nom tergui ou berbére : Lazir, Ouzbir, Touzala, Azir [13].
1.2.3. L’origine :

Romarin, plus communément connu sous le nom de Romarin, appartient a la famille des
Lamiacées et est originaire de la région méditerranéenne. Toutefois, on peut le trouver a
travers le monde entier. Cette plante vivace et aromatique se présente sous la forme d'un
arbuste aux branches garnies de feuilles, pouvant atteindre une hauteur de deux méetres. Ses
feuilles vertes dégagent un parfum caractéristique.

Le nom latin est Romarin. Néanmoins, il existe deux autres variétés de romarin :
Rosmarinus eriocalyx et Rosmarinus tomentosus, qui ne présentent qu'un intérét mineur en
matiere de thérapie [14].

Romarin peut étre utilisé comme épice en cuisine, comme conservateur naturel pour les
aliments industriels et comme plante ornementale et médicinale [15,16].
1.2.4.Caractéristiques botaniques :
1.2.4.1 Répartition géographique dans le monde et en Algérie :

» Monde :

Le romarin, plante vivace, trouve son origine sur les cotes méditerranéennes et dans le
Sud-Ouest de I'Asie. Cette espece vegétale a ensuite été introduite en Chine au cours de la
dynastie Jin. Aujourd'hui, elle est cultivée dans le monde entier, principalement comme plante
ornementale servant de cl6ture dans les jardins [17].

La culture du romarin a grande échelle est répandue en Espagne, Tunisie, Maroc, Algérie,
Italie, France et Portugal, principalement dans le but d'en extraire I'huile essentielle. En Inde,
la production de cette plante aromatique a debuté vers la fin des années 1980 et s'est

développée davantage au cours de la décennie suivante [18].
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Figure 1.1 : Répartition géographique de Romarin [19].

> Algérie :

En Algérie, différentes espéces de romarin sont réparties dans les zones cétiéres et les
plateaux. Il est présent aussi dans la steppe. Selon les couches bioclimatique, on peut le
rencontrer a différentes altitudes [20].
1.2.4.2 La description botanique :

Le romarin, un petit arbuste méditerranéen de la famille des Lamiacées, possede des
propriétés phytothérapeutiques et est également utilisé comme herbe condimentaire, plante
mellifere et ingrédient en parfumerie. Atteignant une hauteur maximale de 1,50 metre, il se
caractérise par des feuilles persistantes coriaces, sans pétiole, et une odeur camphree distincte.

Ses fleurs varient du bleu pale au violet [21].

Figure 1.2 : Les feuilles de Romarin [22]. Figure 1.3 : Les fleurs de Romarin [22].
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1.2.5. Classification :

l

Sous-regne ]

Tracheobionta ]

Embranchement ]

Spermaphytes ]

Sous
Embranchement

Angiospermes ]

Régne | Classe ]

Plante ] TL[ Magnolipsides ]
Sous-classe ]
Astérides ]
Ordre
Lamlales ]

Famille
Lamlacee ]
Genre
Rosmarinus ]

Figure 1.4 : organigramme de Classification de Romarin [23].

1.2.6. La reproduction :

La reproduction peut s'effectuer de maniére sexuée, par le biais de graines, et de maniére
asexuee, a travers des méthodes telles que la bouture et la division de touffes. Les mécanismes
de dissémination propres a cette reproduction incluent la gravite, le vent, I'eau et les animaux.

Le romarin est fréeguemment présent a I'état sauvage dans des zones arides et seches,
principalement sur des collines et des montagnes de faible altitude. Cette plante thermophile

Prospére dans des bioclimats semi-arides et subhumides, caractérisés par des variations de

température allant de chaudes a fraiches [24].
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1.2.7 La composition chimique :

Les réactions chimiques qui se produisent au niveau du protoplasme vivant des cellules
végétales engendrent deux types de métabolismes :
1.2.7.1 Métabolisme primaire : chaque organisme vivant posséde un métabolisme primaire
qui géneére les molécules fondamentales, telles que :

Les acides nucléiques (ARN, ADN), les lipides, les protéines, les acides aminés et les
glucides Les plantes, en particulier, produisent ces métabolites primaires en quantités
significatives.

1.2.7.2 Métabolisme secondaire : Les métabolites secondaires, spécifiques aux plantes,
constituent une particularité propre au regne végétal. Ces substances ne semblent pas
essentielles a la survie de la plante, étant synthétisées en quantités tres limitées et ayant pour
fonction principale d'assurer lI'autoprotection et l'auto-soin de la plante elle-méme [25].

La capacité des végétaux a produire une variété de substances naturelles est I'une de leurs
caractéristiques les plus distinctives. En effet, a coté des metabolites primaires classiques
(glucides, Protides, lipides), ils accumulent freqguemment des métabolites dits « secondaires »,
dont la fonction physiologique n'est pas toujours claire, mais qui représentent une source
importante de molécules utilisables par I'nomme dans des domaines aussi variés que la
pharmacologie ou l'agroalimentaire [26]. Les métabolites secondaires sont classés en trois
catégories principales : les composés phénoliques, les alcaloides, les terpénoides et les
stéroides [27].

1.2.8. Composition chimique :

Le tableau suivant présente une synthese des différents composés chimiques que Il'on

retrouve dans I'espéce végétale romarin.

Tableau 1.1 : Constituants chimiques de romarin [28].

Familles de constituants Constituants

Huile essentielle (1 a 2,5 %) Camphre, 1,8-cinéole, a-pinéne, bornéol, acétate de
bornyle, camphéne, a-terpinéol, B-pinéne, B-caryophillene,
myrcene. ...

Di terpénes phénoliques tricycliques Acide carnosoligue, carnosol, rosmanol, rosmadial. ...

Flavonoides Hétérosides de la lutéoline, de la diosmétine. Flavones

méthoxylées : genkwanine et dérivés, cirsimaritine,

scutellaréine.

Acides phénols (3,5 %) = « tanins des Labiées » Acides caféique ,chlorogénique ,rosmarinigue.

Tri terpénes, stéroides Acide oléanolique (10 %), dérivés de I’acide ursolique et
a- et B-amyrine (5 %).

Lipides (cuticule cireuse des jeunes feuilles) n-alcanes, isoalcanes, alcénes.

Constituants divers Polysaccharides acides (6 %), traces de salicylate.
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1.2.9. Récolte du Romarin :

De maniére générale, la récolte d'une plante est réalisée lorsque ses principes actifs sont a
leur niveau maximal, garantissant ainsi des effets bénéfiques et constants.

Les feuilles et les tiges herbacées sont cueillies au stade initial de floraison, typiquement
entre 12 et 18 mois apres la plantation [29]. Bien que les feuilles puissent étre récoltées tout
au long de l'année, c'est durant I'été qu'elles développent leur parfum le plus intense. Il est
donc recommandé de les récolter pendant cette saison. La cueillette est de préférence
effectuée par temps chaud et sec, environ deux a trois heures apres le lever du soleil, une fois
que la rosée s'est évaporee [29-31].

1.2.10. Les activités biologiques :

« Activité antibactérienne.

o Activité antifongique.

e Activité antivirale.

e Activité anticancéreuse.

e Activité anti-inflammatoire [32].

o Activité sur l'obésité et le diabete [33].

o Activité anti-hypotensive [34]

e Activité antioxydante [35].

e Activité neuroprotectrice.

1.2.11 Les Applications :

Cette plante trouve diverses applications, allant de son utilisation dans la pharmacopée
traditionnelle aux secteurs industriels, tels que la fabrication de produits pharmaceutiques,
d'aliments, de cosmétiques, et bien d'autres. En médecine traditionnelle, elle est souvent
recommandée sous forme d'infusions de feuilles ou de sommités fleuries, agissant comme
cholagogue et cholérétique. De plus, les feuilles sont utilisées en application externe pour
traiter les gonflements articulaires et les rhumatismes.

Dans le domaine agroalimentaire, les matrices lipidiques sont utilisées pour maintenir la
stabilité des composeés lipidiques. Quant a I'industrie cosmétique, elle les exploite en tant que
principes actifs anti-dge. En nutraceutique, ces matrices jouent un réle crucial en tant
gu'agents anticancéreux, anti-inflammatoires et anti-adipogéeniques [36].

1.2.12. Utilisation du Romarin :
1.2.12.1 Usages traditionnels :
Au Mexique, romarin est employé en application cutanée pour atténuer la douleur

rhumatismale, stimuler la circulation sanguine et prodiguer des soins cutanés. Le thé de
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romarin peut étre utilisé pour soulager les maux de téte et guérir les rhumes, tout en agissant
comme un diurétique efficace et un régulateur de I'numeur. Dans la Gréce antique, le romarin
était réputé pour renforcer la mémoire [37].

1.2.12.2 Utilisations cosmétiques :

Le romarin est une épice ancienne en raison de ses origines méditerranéennes, et il est
largement répandu dans les cuisines de cette région. Les extraits dérivés des feuilles de
romarin peuvent également étre intégrés a la production alimentaire pour prévenir la
détérioration des aliments en raison de ses propriétés antioxydantes. Son efficacité dans la
préservation est observable dans divers types d'aliments, tels que le boeuf réfrigéré et les
galettes de porc congelées [38].

1.2.13. Autres utilisations avec d'autres herbes :

e Au cours de la Seconde Guerre mondiale, on a brdlé un mélange de feuilles de
romarin et de baies de geniévre dans les hopitaux de toute la France pour éradiquer les
germes.

o Utilisation Chimie et pharmacologie : le romarin démontre son efficacité en relaxant
les muscles lisses de la trachée et de lintestin, et il présente des propriétés
choléerétiques, hépato protectrices et anti cancérigénes. En particulier, trois acides
présents dans le romarin, a savoir l'acide carnosique, l'acide cafeique et l'acide
rosmarinique, suscitent un vif intérét chez les scientifiques en raison de leurs effets
antioxydants.

e L'acide carnosique contenu dans le romarin a été identifié comme favorisant la perte
de poids.

e L'acide cafeique, un composé naturel présent dans la plupart des plantes, peut
contribuer a la prévention des maladies cardiovasculaires [45].

1.3 Etude phytochimie.

1.3.1. Définition de L’huile essentielle :

Les huiles essentielles (HE) sont des extraits naturels concentrés provenant de plantes
aromatiques. Ces substances, aussi appelées « essences végétales » ou « huiles volatiles »,
constituent la partie odorante de la plante. Leur composition est complexe, regroupant
diverses molécules aromatiques volatiles.

Le terme « huile » fait référence a leur consistance visqueuse et a leur caractére
hydrophobe, tandis que « essentielle » souligne leur importance vitale pour la plante. Ces

composés odorants se trouvent en quantités variables dans plus de 2000 espéces végétales,
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réparties sur 60 familles botaniques. Les Lamiacées, Rutacées, Myrtacées, Apiacées et
Pinacées figurent parmi les familles les plus riches en huiles essentielles [40].
1.3.2. Localisation des huiles essentielles dans la plante :

Les huiles essentielles peuvent étre présentes dans toutes les parties d'une plante : des
bourgeons aux racines, en passant par les fleurs, les graines, les tiges, les feuilles, les fruits, le
bois et I'écorce. La plante stocke ces huiles dans des structures spécialisées comme les
cellules sécrétrices, les cavités, les canaux, les trichomes glandulaires ou les cellules
épidermiques. Bien que la quantité et la localisation des huiles essentielles varient selon les
organes, chaque partie de la plante, qu'elle soit végétative ou reproductive, en contient a un
certain degré [41].

1.3.3. Domaines d’utilisation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles trouvent des applications variées dans plusieurs secteurs :

1. Aromathérapie : exploitation de leurs vertus thérapeutiques

2. Pharmacologie : utilisation de leurs effets médicinaux

3. Parfumerie : intégration de leurs arémes naturels

4. Cosmétique : mise a profit de leurs bienfaits pour la peau et les cheveux

5. Industrie alimentaire : emploi de leurs propriétés antibactériennes et
antifongiques pour la conservation des aliments [42].

1.3.4. Composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes contenant plus de 300
composants différents, classés en diverses familles chimiques organiques comme les
hydrocarbures, les alcools, les acides et les esters. Leur composition se divise en deux grandes
catégories :

1. Les terpénoides : molécules formées par I'assemblage d'unités isopréniques a 5 atomes

de carbone.

2. Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane : structures basées sur un noyau

benzénique lié a une chaine propylée.

Cette diversité chimique, malgré leur origine végétale commune, explique la large gamme

de propriétés biologiques et d'applications potentielles des huiles essentielles [43,44].

Page | 11



Chapitre I : La plante médicinale Romarin

1.3.5. Méthodes d’extraction des huiles essentielles :
1.3.5.1 Principe général :

Les huiles essentielles sont des éléments aromatiques extraits de plantes spécifiques,
identifiées sur le plan botanique, par le biais d'un processus d'extraction solide-liquide. Cette
technique implique un transfert de matiére entre deux phases distinctes : une phase solide
renfermant les composés a extraire, appelée « solution riche », et une phase liquide agissant
en tant que « solvant d'extraction » [45].

A. Ladistillation.

La distillation a la vapeur d'eau demeure la méthode prédominante, tant sur le plan
traditionnel que commercial, pour I'extraction des huiles essentielles, considérées comme de
véritables joyaux aromatiques, a partir des matiéres végétales. Cette technique repose sur
I'utilisation de trois principaux groupes de procédés.

v" L’hydro distillation :

Ce processus implique l'extraction des composés volatils du matériel végétal a l'aide de
vapeur d'eau. Une fois cette étape realisée, une condensation dans un systéeme clos permet de
récupérer ces précieuses essences. Le materiel végétal est place directement dans un récipient
appelé "alambic », qui est rempli d'eau et chauffé. Lorsque I'eau bout, les vapeurs issues de la
plante entrent en contact avec une surface froide, ce qui les condense et les transforme en
liquide. Ce liquide est composé d'un mélange d'eau et d'huile essentielle. L'huile essentielle se
sépare ensuite de I'eau, car elle est moins dense et non miscible avec cette derniere.

v L’entrainement ou la distillation a la vapeur d’eau :

La méthode d'entrainement a la vapeur d'eau a été développée dans le but de réduire les
altérations subies par les huiles essentielles dues a divers processus de dégradation des
composés presents dans les plantes, tels que I'nydrolyse des esters. Cette approche vise a
améliorer la qualité des huiles essentielles obtenues. Pour ce faire, la matiere végétale est
disposee sur des plagques perforées situées a une certaine distance au-dessus d'un fond rempli
d'eau. Ainsi, la végétation est directement exposee a la vapeur d'eau saturée, tout en évitant
tout contact avec l'eau liquide.

v L’hydro diffusion (la percolation) :

Cette méthode, également connue sous le nom de « distillation a la vapeur directe »,
constitue une variation de l'entrainement a la vapeur, mais avec une absence d'eau dans le
fond de l'alambic. La vapeur d'eau est introduite par le haut par rapport au matériau végétal,
ou elle s'infiltre a travers la charge végétale. Par la suite, le mélange de vapeur, composé a la

fois de vapeur d'eau et de vapeurs d'huile, est condensé et collecté [46,47].
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B. L’expression.

Cette méthode, également connue sous le nom de « pression a froid », est une technique
principalement utilisée pour extraire les essences des écorces d'agrumes telles que la
mandarine, le citron et I'orange amere. Elle repose sur un processus purement physique, sans
recours a la chaleur, visant & rompre les parois des sacs oleiferes contenant les huiles
essentielles, évitant ainsi les phénomenes d'hydrolyse. Le résultat est une huile libérée
présentant une odeur tres similaire a celle de la plante fraiche, d'ou son appellation essence
[48].

C. L’extraction aux solvants organiques volatils.

Cette méthode est particulierement adaptée a l'extraction des composés odorants volatils a
partir d'organes végétaux fragiles et sensibles a la chaleur, tels que les substances
thermolabiles. Elle implique l'utilisation d'un solvant approprié pour épuiser la matiére
vegeétale sur une période définie. Apres decantation et concentration, le solvant est élimine par
distillation partielle, laissant place a un résidu pateux et odorant appelé « concréte ». Ce
produit final ne renferme pas uniquement des molécules volatiles, mais également des
composes tels que les cires et les acides gras [49].

D. L’enfleurage.

Cette méthode d'extraction est spécifiquement congue pour les parties délicates des plantes,
telles que les fleurs du jasmin, et de la tubéreuse, etc. Elle repose sur l'affinité naturelle des
composes odorants avec les matieres grasses. L'idée est d'immerger les tissus végétaux dans
une substance grasse pour qu'elle se sature des ardmes végétaux. Le mélange résultant,
composé de matiere grasse et d'extrait vegétal, est ensuite traité a l'alcool pour ne conserver
que I'essence pure, appelée « absolue ».

E. Extraction par micro-ondes sous vide.

Ce processus, appelé extraction assistée par micro-ondes, implique le placement de la
matiére végétale fraiche dans un réacteur micro-ondes sans I'ajout de solvant. Le chauffage de
I'eau intrinseque des plantes provoque la rupture des glandes sécrétrices d'huiles essentielles,
libérant ainsi les métabolites secondaires qui sont ensuite entrainés dans le mélange avec la
vapeur d'eau propre de la plante. Ces métabolites secondaires sont récupérés a travers des
étapes de condensation, de refroidissement et de décantation. Cette méthode est extrémement
rapide, permettant de réduire la consommation d'énergie tout en obtenant des substances
présentant une meilleure qualité olfactive et un rendement plus élevé, avec une moindre

utilisation de solvants [52].
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F. Extraction par CO2 supercritique.

L'extraction par fluides supercritiques, en particulier au CO> supercritique, est une
technique innovante apparue a la fin des années 1970. Initialement développée pour le
traitement d'essences aromatiques fragiles, elle trouve aujourd'hui de nombreuses applications
dans les industries agroalimentaire, chimique, biochimique, pharmaceutique, ainsi que pour
I'extraction d'ardmes et de parfums naturels. Cette méthode d'extraction utilise les propriétés
particulieres des fluides comme le CO; a I'état supercritique, offrant un large spectre de
potentialités dans divers secteurs industriels.

Un fluide atteint I'état supercritique lorsque sa température et sa pression dépassent son
point critique, c'est-a-dire le couple de valeurs critiques de pression et de température (Pc,
Tc). Dans cet état, il présente des propriétés intermédiaires entre celles d'un gaz et d'un
liquide. Différents fluides supercritiques (FSC) comme l'eau, I'éthane ou le propane peuvent
étre utilises, mais le dioxyde de carbone (CO>) reste le solvant supercritique le plus courant.

Il constitue une alternative intéressante pour l'extraction de composés actifs a partir de
plantes, permettant d'obtenir des produits trés concentrés avec un arébme proche de la plante
d'origine, sans résidu de solvant. Le choix du COz supercritique est justifié par ses
coordonnées critiqgues modérées (31,1 °C, 73,8 bar). C'est un solvant vert, chimiquement
inerte, non polluant, inodore, peu codteux, de haute pureté et naturellement abondant. A I'état
supercritique, il posséde un bon pouvoir de solubilisation pour les molécules apolaires ou
faiblement polaires de petite taille.

Le flux de CO> a I'état supercritique est acheminé vers un extracteur contenant la matiére
vegétale préalablement broyée. L'ensemble est maintenu pendant plusieurs heures afin
d'atteindre les conditions opératoires souhaitées. Au cours de ce processus, le fluide
supercritique se charge des principes aromatiques présents dans la plante. A la sortie de
I'extracteur, le CO- est détendu, repasse a I'état gazeux et se separe alors des composés actifs
vegétaux extraits. Cette détente entraine, au niveau des separateurs, la récupération des
composés odorants spécifiques sous forme liquide ou pateuse, dépourvus de résidus de
solvant. [53-55].
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Tableau 1.2 : Differentes méthodes d'extraction du romarin avec avantages et inconvénients :

Meéthodes Avantages Inconvénients Extrait
Hydrodistillation | Pas besoin de solvant Décomposition thermique Composes volatils
distillation a la vapeur organique, rendement en  des produits qui prend du  [56,57].

huile plus élevé, et peu temps, Extraction

colteux. incomplete, chaleur
difficile a contrdler,
hydrolyse de certaines
huiles essentielles, non

rentable
Extraction de Soxhlet Température simple, peu Forte consommation de Polyphénols et alcaloides
colteuse et contrdlable. solvant, longue durée. [58,59].
décomposition des
extraits.
Extraction assistée par Recyclage du solvant, Moins efficace pour les Antioxydants
micro-ondes extraction pure, moins de  solvants non polaires et polyphénoliques et
temps requis, applicable a visqueux, colteux et COMpPOSes
I'échelle du laboratoire et difficiles a utiliser. photochimiques
de l'industrie [60,61].

1.3.6. Les applications d’huile essentielles :

Les huiles essentielles sont utilisées dans la formulation de parfums, shampoings et
produits insecticides. Le romarin présente des propriétés stimulantes pour la vesicule biliaire,
favorisant son bon fonctionnement. Par ailleurs, il exerce une action spasmolytique
spécifique, apaisant les spasmes d'origine digestive au niveau des intestins et de I'estomac
[62].

Les huiles essentielles sont utilisées dans divers domaines, notamment en aromathérapie,
pharmacologie, parfumerie, cosmétique et conservation des aliments. Leurs nombreuses
activités biologiques connues justifient leur utilisation [63].

1.3.7. Toxicité des HEs :

La toxicité des huiles essentielles est sujette a des variations en fonction de leur
composition, laquelle dépend a son tour de la plante source, qui peut étre influencée par le
terrain de culture. A titre illustratif, I'huile essentielle de feuille de slavia rosmarinus. est plus
concentrée en thynone toxigque en Estonie que dans le reste de I'Europe.

Il est crucial de maintenir un équilibre délicat entre la dose administrée de composés
naturels et le risque potentiel de toxicité qu'ils représentent. L'ingestion de quantités
importantes de ces substances peut engendrer des problemes sérieux de santé. Ainsi, il est
impératif de faire preuve de prudence et de discernement dans l'utilisation des huiles
essentielles, en veillant a respecter les doses recommandées pour minimiser les risques de
toxicité [64,65].
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Dans les pays de I'Union européenne (UE), certains composés chimiques comme le
carvacrol, le carvone, le cinnamaldehyde, le citral, le p-cymene, l'eugénol, le limonene, le
menthol et le thymol, présents dans les huiles essentielles, sont officiellement homologués et
considérés comme sdrs. Cependant, il est a noter que I'estragole et le méthyl eugenol ont été
retirés de la liste des composants autorisés en raison de préoccupations concernant leur
sécurité [66].

1.3.8. Criblage photochimique :

Les évaluations photochimiques se révelent étre une exploration minutieuse des diverses
familles de composeés présents dans la plante, s'appuyant sur des réactions qualitatives pour
les caractériser. Ces réactions reposent sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration,
déclenchés par Il'introduction de réactifs spécifiques.

Les methodes de détection employées pour un dépistage des substances actives doivent
répondre a plusieurs criteres : rapidité, simplicité, reproductibilité et sensibilité. Ces exigences
permettent de minimiser lutilisation de matiere végetale. Toutefois, ces méthodes se
restreignent souvent a la détection de quelques groupes chimiques spécifiques, garantissant

ainsi une efficacité ciblée [67,68].

Le romarin joue un role crucial dans de nombreux domaines, car il renferme de nombreux
composants essentiels tels que I'huile essentielle 1,8-cinéole, le camphre, l'alpha-pinéne, le
bornéol, le camphéne, ainsi que des acides phénoliques, des diterpénes, des flavonoides et des
tanins. De plus, elle possede des propriétés médicinales en raison de sa diversité de composés

chimiques.
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Chapitre 11 : Les Activités biologiques

Le romarin est une plante aromatique et médicinale originaire de la région
Méditerranéenne, connue pour ses nombreuses propriétés thérapeutiques. Cette plante
renferme plusieurs composes bioactifs tels que les acides phénoliques (dont l'acide
rosmarinique), les flavonoides, ainsi que des huiles essentielles riches en terpénes comme le
camphre, le cinéole et le bornéol. Le romarin possede diverses propriétés antimicrobiennes et
activités biologiques, notamment une activité antioxydante, une activité antimicrobienne, une
activité antibactérienne et une activité antifongique. Son huile essentielle a été largement
utilisée en aromathérapie pour ses différentes propriétés, ainsi que dans les industries
pharmaceutique et thérapeutique.

1.1 Dactivité antioxydante :
11.1.1 Définition d’un radical libre :

Un radical libre est une molécule qui contient un ou plusieurs électrons non appariés, ce
qui la rend tres instable. En quéte de stabilité, elle réagit rapidement avec d'autres composes
en tentant de capturer I'électron manguant. Une réaction en chaine s'amorce lorsqu'un radical
libre arrache un électron a la molécule stable la plus proche. Cette molécule attaquee devient
alors elle-méme un nouveau radical libre, perpétuant ainsi le cycle d'instabilité et de réactions.

Les molécules biologiques peuvent voir leurs électrons perturbés par divers facteurs
environnementaux. Par exemple, certains types de lumiére (en particulier les rayons
ultraviolets), les rayonnements ionisants (comme les rayons X), ainsi que de nombreuses
substances chimiques, dont la fumée de cigarette, sont capables de produire des radicaux
libres [69,70].

11.1.2 La production des radicaux libre :
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Figure 1.1 : La formation des radicaux libres dans 1’organisme [71].
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Le tableau suivant présente les principales sources de radicaux libres, qu'elles soient
endogénes (produites a l'intérieur de l'organisme) ou exogenes (provenant de I'environnement
extérieur)[72].

Tableaux I1.1:les principales sources de radicaux libres.

Sources des radicaux libres

Endogénes Exogenes
- NADPH oxydase - Toxiques environnementaux
- Chaine respiratoire mitochondriale - Radiations ionisantes
- Peroxysomes - Radiations UV
- Cytochromes P450 - Champ électrique
- Xanthine oxydase - Xénobiotiques pro-oxydants
- Cyclo-oxygénases - Cytokines pro-inflammatoires
- Lipo-oxygénases

11.1.3 Différents types des radicaux libres :

Dans la catégorie des especes réactives oxygénées (ERO), on identifie deux groupes
distincts. Le premier, appelé radicaux primaires, joue un role physiologique unique. Il
comprend cing composés : lanion superoxyde (O2 *-), le radical hydroxyle (OH), le
monoxyde d'azote (NO), ainsi que les radicaux peroxyle (ROO*) et alkoxyle (RO%*).

Le second groupe, nommé radicaux secondaires, se forme lorsque les radicaux primaires
réagissent avec les composants biochimiques cellulaires. Ce groupe inclut I'oxygéne singulet
(1 O2), le peroxyde d'hydrogéne (H2 O) et le nitroperoxyde (ONOOH) [73].

I1.1.4 Le stress oxydant :

Les especes reactives de I'oxygéne (ERO) sont naturellement présentes dans les cellules a
des niveaux raisonnables. Leur concentration est maintenue par un équilibre entre leur
production et leur élimination par les systéemes antioxydants. Dans des conditions normales,
on peut dire que la balance entre antioxydants et pro-oxydants (balance rédox) est en
équilibre. Cependant, cet équilibre homéostatique peut étre rompu, soit par une production
excessive d'ERO, soit par une diminution des capacités antioxydantes de la cellule. On parle
alors de stress oxydant [74].

Le stress oxydant, causé par un déséquilibre entre la production d'espéces réactives de
l'oxygéne (ERO) et les capacités antioxydantes de la cellule, entraine des conséquences
biologiques variables selon son intensité et le type cellulaire affecté. Un stress léger stimule la
prolifération et l'adhésion cellulaires. Un stress modéré déclenche l'apoptose. Un stress
intense provoque la nécrose et la lyse cellulaire. Le stress oxydant est également impliqué

dans de nombreux dysfonctionnements comme les mutations, la cancérogeneése, les
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Malformations feetales, les dépdts protéiques anormaux, la fibrose, la formation d'auto-
anticorps, les dépots de lipides oxydés et I'immunosuppression [75].

I1.1.5 Les antioxydants.

11.1.5.1 Définition :

Un antioxydant se définit comme toute substance capable de retarder, prévenir ou inhiber
la production d'agents oxydants toxiques, ainsi que d'arréter ceux qui ont déja été générés et
de les neutraliser. Ce faisant, ils bloquent la réaction en chaine de propagation provoquée par
ces agents oxydants [76].
11.1.5.2 Principe d’actions des antioxydants :

Les antioxydants peuvent agir par différents meécanismes pour neutraliser les especes
réactives de l'oxygene. Cela inclut la capacité a capter I'oxygéne singulet, a désactiver les
radicaux libres par addition d'une liaison covalente, a réduire chimiquement les radicaux ou
les peroxydes, ainsi qu'a chélater (fixer) les metaux de transition qui catalysent les réactions
d’oxydation [77].

11.1.6 Les typés des antioxydants.
11.1.6.1 Antioxydants synthétiques :

Les antioxydants synthétiques les plus couramment employés dans ['industrie
agroalimentaire sont le butylhydroxyanisole (BHA) (E 320) et le butylhydroxytoluene (BHT)
(E 321). Leur avantage réside dans leur solubilité dans les milieux lipidiques. Cependant, a
forte dose, ils présentent une toxicité et/ou des propriétés cancérigénes avérees. En
conséquence, leur utilisation est en déclin progressif.

Le 2-tertiobutyl-4-hydroxyquinone (TBHQ) est un antioxydant efficace, particulierement
soluble dans les matieres grasses et stable a hautes températures, ce qui le rend utile dans les
huiles végetales. Cependant, en raison de sa génotoxicité, son utilisation est interdite en
Europe.

Les gallates de propyle (E 310), d'octyle (E 311) et de dodécyle (E 312) sont des
antioxydants obtenus par estérification de l'acide gallique. Leur solubilité dans les matiéres
grasses est limitée et ils sont sensibles a la chaleur. Pour améliorer leur performance, ils sont
généralement utilisés en association avec des agents complexant, comme l'acide citrique [78-
80].
11.1.6.2 Antioxydant d’origine naturelle :

Notre organisme compte sur les antioxydants comme de véritables boucliers protecteurs,

gue nous pouvons principalement trouver dans notre alimentation. Parmi les principaux
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antioxydants naturels figurent les bioflavonoides, les caroténoides, les vitamines C et E, ainsi
que le sélénium. Ils jouent un rdle crucial dans la défense de notre corps.
Nos sources d'antioxydants naturels sont tres diverses :

La vitamine C se trouve abondamment dans le poivron, la goyave, l'oseille, le citron,
l'orange, le Kiwi, les choux, la papaye et les fraises. Quant a la vitamine E, on la retrouve dans
I'huile de tournesol, de soja, de mais, le beurre, la margarine et les ceufs. Pour la vitamine A,
les principales sources sont le foie, le beurre et les ceufs. Le sélénium est présent dans les
poissons, les ceufs et les viandes. Le zinc est apporté par les fruits de mer, les viandes, le pain
complet et les légumes verts. Enfin, les polyphénols tels que les flavonoides et les tanins se
trouvent en abondance dans les fruits, les legumes et le thé [81].

11.1.7 Méthodes d’évaluation de ’activité anti oxydantes :

Pour évaluer lactivité antioxydante (AA) des extraits, différentes méthodes ont eté
utilisées, chacune reposant sur un mécanisme antioxydant distinct. Les tests DPPH et ABTS
impliguent un mécanisme mixte combinant transfert d'électrons et transfert d'hydrogene. En
revanche, le test du B-caroteéne est principalement basé sur un transfert unique d'hydrogéne,
tandis que la réduction des ions métalliques fait généralement intervenir un simple transfert
d'électrons [82].

e Mesure de I'effet inhibiteur sur le radical diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) :

L'évaluation de la capacité a piéger le radical DPPHe a été réalisée en suivant la méthode
décrite par Benguedouar et al [83].

e Mesure de I'effet inhibiteur sur le radical ABTS :

Cette méthode permet d'évaluer la capacité d'une molécule a neutraliser le radical ABTS+-,
en la comparant a une molécule de référence [84].

e Test d’inhibition du blanchiment du -caroténe :

L'activité antioxydante (AA) a été évaluée par la méthode du B-caroténe/acide linoléique,
qui consiste a mesurer l'inhibition du blanchissement du [-caroténe provoqué par les
peroxydes formés lors de I'oxydation de I'acide linoléique. Cette méthode permet d'estimer la
capacité des échantillons a piéger les radicaux peroxydes [85,86].

e Test de réduction du cuivre (Copper Reducing Antioxidant Capacity) :

La méthode CUPRAC (capacité antioxydante réductrice des ions cuivriques) repose sur la
mesure de la réduction du complexe coloré formé par la néocuproine (Nc) et les ions cuivre 11
(Cuz +). En présence d'un composé antioxydant, ce complexe [Nc2-Cuz +] est réduit. La
quantité du complexe réduit est proportionnelle a la capacité antioxydante. Elle est déterminée
par mesure de I'absorbance a 450 nm au moyen d'un lecteur de microplaques [87].

Page | 20




Chapitre 11 : Les Activités biologiques

e Test de réduction du fer (Ferric Reducing Antioxidant Power) :

Les extraits végétaux contenant des composés réducteurs (agents antioxydants) sont
capables de réduire le complexe ferrique (Fe® +) ferricyanure en sa forme ferreuse (Fe? +)
[88].

I1.1.8 Evaluation de I’activité antioxydante d’HE :
11.1.8.1 Test au DPPH :

> Définition :

La capacité de neutralisation des radicaux libres a été évaluée en utilisant le radical libre
stable DPPH (C18 H12 N5 06), l'un des tests les plus couramment utilisés pour étudier
l'efficacité des extraits de plantes en tant qu'antioxydants. Cette méthode permet de
déterminer la capacité des extraits a protéger les cellules contre les dommages oxydatifs,
offrant ainsi un apercu précieux de leur potentiel en tant qu'agents de protection contre le
stress oxydatif et le vieillissement cellulaire.

> Le principe :

Lorsqu'il est exposé a des agents piégeurs de radicaux libres, tel que le DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl), illustré a la figure 11. 1 Sa teinte violette originale se transforme

en une nuance jaune, indiquant la réduction du DPPH en 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine.
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Figure 11.2 : Mécanisme réactionnel intervenant entre le radical DPPH et un anti oxydant
(AH) [89].
» L’expression des résultats :

En présence d'un antioxydant, la force d'absorption diminue, entrainant une décoloration
correspondant stochiométriquement au nombre d'électrons captés.
Les résultats peuvent étre quantifiés en termes d'activité antiradicale, exprimée en

pourcentage d'inhibition des radicaux libres (I %), en utilisant la formule suivante :

Abs Echantillon
Abs Controlnegatif

1(%) = [1—( )] x 100
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% : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire.

Abs Echantillon : Absorbance de I’échantillon.

Abs Control négatif : Absorbance du controle negatif [90].
II.2 L’activité antimicrobienne.

11.2.1 Définition d’une bactérie :

Une bactérie est un organisme unicellulaire minuscule appartenant au régne des
procaryotes. Bien que leur morphologie puisse varier, ces étres vivants possédent des
caractéristiques distinctives. Leur taille oscille généralement entre 1 et 10 micrométres, et leur
poids avoisine les 10-12 grammes. Composées a 70 % d'eau, les bactéries sont
essentiellement constituées de protéines (55 % de leur poids sec), de lipides (10 %), de
lipopolysaccharides (3 %), de peptidoglycane (3 %), de ribosomes (40 %), d'ARN (20 %) et
d'’ADN (3 %). Ces infimes créatures unicellulaires présentent donc une structure et une

composition remarquablement complexes malgré leur petite taille [91].

capsule

rnernbrane cellulaire

chrormosorne TADMI

ribozome

mésosonme

plasraide CADMN) flagelle

Figurell.3 : schéma d’une bactérie [92].

11.2.2 Définition de P’activité antibactérienne :

L'activité antibactérienne correspond a I'action d'une molécule ou d'un composeé présent en
trés faible concentration dans un végétal, capable d'inhiber la croissance d'une bactérie ou de
la détruire. La sensibilité d'une bactérie a un agent antibactérien varie en fonction de la nature
de cet agent. Pour un antibactérien spécifique, la réponse bactérienne peut considérablement
différer selon la souche bactérienne concernée.

11.2.3 Définition de la CMI (concentration minimale inhibitrice) :

La concentration minimale inhibitrice (CMI) d'un composé pour une bactérie spécifique
est la plus faible dose de ce composé capable de stopper totalement la croissance de cette
bactérie [93].
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11.2.4 Les techniques d’évaluation de ’activité antibactérienne :

A. Méthode de diffusion en milieu gélose :

Des geloses de Mueller-Hinton contenant différentes concentrations d'antibiotique sont
préparées dans des boites de Pétri. Sur la surface de chaque gélose, une suspension
bactérienne est étalée par stries. Ainsi, une seule boite permet de tester la sensibilité d'une
dizaine de souches bactériennes vis-a-vis d'une concentration particuliére d'antibiotique.

La méthode de diffusion sur milieu gélosé permet d'évaluer qualitativement I'activité
antibactérienne « in vitro » d'un extrait méthanolique. Elle donne ainsi une indication
préliminaire sur son efficacité potentielle. Cependant, pour obtenir une appréciation
quantitative, il est nécessaire de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) de
I'extrait.

L'interprétation des résultats se fait en fonction du diametre de la zone d'inhibition observée
autour du disque d'antibiotique. Si ce diameétre est inférieur ou égal a 8 mm, le germe est
considéré comme reésistant. Entre 8 et 14 mm, sa sensibilité est limitée. Un diamétre compris
entre 14 et 20 mm indique une sensibilité moyenne. Enfin, lorsque le diamétre est supérieur
ou egal a 20 mm, le germe est jugé tres sensible a I'antibiotique testé [94].

B. Méthode de dilution en milieu liquide :

Pour observer la croissance bactérienne, on recherche la présence d'un trouble ou d'un
culot au fond des tubes. Afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) d'un
antibiotique, on prépare une série de dilutions avec des concentrations décroissantes de cet
antibiotique.

C. Méthode E-test :

La détermination de la CMI peut aussi se faire a l'aide d'une bandelette imprégnée de
concentrations croissantes d'antibiotique. Cette bandelette est déposée sur une gélose
ensemencée avec la souche bactérienne a tester. L'antibiotique diffuse alors dans la gélose en
créant un gradient de concentration. La zone d'inhibition prend alors une forme elliptique. Au
point d'intersection entre le bord de cette zone et la bandelette, on peut lire directement la
valeur de la CMI pour la souche testée. En effet, la concentration en antibiotique a ce niveau
correspond a la concentration minimale capable d'inhiber la croissance de cette souche [95].

1.3 Lactivité anti-inflammatoire.

I1.3.1. Inflammation :

L'inflammation représente un mécanisme de défense naturel des organismes complexes
contre diverses agressions extérieures. Celles-ci peuvent étre d'origine physicochimique
(irradiations, bralures, traumatismes), infectieuse (bactérienne, virale ou parasitaire), ou
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encore liées a des composés endogenes issus de la réponse immunitaire (complexes immuns,
anticorps cytotoxiques, cytokines). Le processus inflammatoire vise a éliminer I'agent
pathogéne en cause et a réparer les dommages tissulaires occasionnés [96].

Il .3.2. Définition de ’activité anti-inflammatoire :

Un anti-inflammatoire est un meédicament destiné & atténuer les effets
physiopathologiques de l'inflammation, indépendamment de sa cause [97]. On distingue
principalement deux types : les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-
inflammatoires stéroidiens (AIS). Les AINS agissent en inhibant des enzymes spécifiques
impliquées dans Il'inflammation, telles que les cyclo-oxygénases (COX), tandis que les AlS,
dérivés du cortisol, interféerent avec les mécanismes de transcription génétique pour diminuer
I'inflammation. Ces deux catégories ciblent des mécanismes pharmacodynamiques distincts
[98].
11.3.3Méthodes de I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro :

113.3.1 Evaluation de DPactivité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la
dénaturation thermique des protéines (albumine sérique bovine BSA) :

Afin de déterminer lactivité anti-inflammatoire des extraits de plantes, nous avons
employé le test d'inhibition de la dénaturation thermique des protéines. Ce test repose sur la
capaciteé des extraits de plantes a inhiber la dénaturation de I'alboumine de sérum bovin (BSA)
induite par une exposition a une température de 72 °C.
11.3.3.2 Evaluation de Dactivité antiinflammatoire in vitro par la méthode de
stabilisation des membranes (activité antihnémolytique) :

L'activité antiinflammatoire des extraits de plantes peut étre étudiée in vitro en utilisant
des membranes de globules rouges, qui sont similaires aux membranes lysosomales.

Cette analogie permet de considérer la stabilisation des membranes de globules rouges par
les extraits comme un indicateur de l'activité antiinflammatoire in vitro. Ainsi, la capacité d'un
échantillon a stabiliser ces membranes peut étre interprétée comme une preuve de son
potentiel anti-inflammatoire [99].

Il .3. 4 Chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse (GC/SM) :

> Définition et principe :

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) est
une technique d'analyse puissante combinant deux étapes clés. Premierement, les composes
d'un mélange complexe sont séparés par chromatographie gazeuse. Ensuite, ces analytes

individualisés sont transférés dans le spectrométre de masse via le gaz vecteur.
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Dans le spectrométre, ils subissent une fragmentation produisant des ions de masses
variables, qui sont alors triés selon leur rapport m/z.

L'identification des composés s'effectue par comparaison de deux types de données : les
indices de rétention chromatographique d'une part, et les spectres de masse d'autre part. Ces
donneées expérimentales sont confrontées a celles de composés de référence contenus dans des
bibliothéques spectrales, construites en interne ou commerciales.

Ainsi, le couplage CPG-SM permet une caractérisation fine des mélanges en associant les
performances séparatives de la CPG et l'apport structural de la spectrométrie de masse pour
I’identification [100].

njecteu détecteur DIF

régulateur de débit_ Ili!,[‘ (: i
by e p ]

- T —
l l 1 [ G |, <
3 “\‘—" |
= —|
' ! i
‘:‘%4
Aw H > He ¢
colonne .
exploitation
\ -
™~ gaz vecteur des données

Y
gaz pour DIF
Figure 11.4: schéma général d’un chromatographe en phase gazeuse couplé a un détecteur a
ionisation de flamme [101].

Le romarin se distingue comme une plante aux multiples vertus médicinales. Ses
propriétés englobent des effets antioxydants, anti-inflammatoires et antibactériens, entre
autres. Cette herbe polyvalente apporte des bienfaits notables pour la digestion, la circulation
sanguine et les fonctions cognitives, notamment la mémoire. De plus, le romarin est apprécié

pour ses qualités apaisantes.

Page | 25



W

®)

Chapitre IIl : Matériels et Méthode.




Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

Cette étude a été menée de mars a juillet au laboratoire pédagogique de la faculté de
chimie, situé dans le pavillon 5 de l'université Saad Dahleb de Blida 1. Les matériaux et
produits de base, notamment les solvants comme I'éthanol et l'eau, ont été fournis par ce
laboratoire. D'autres produits spécifiques tels que la Bovine Serum Albumin (BSA), le DMSO
et le diclofénac ont été obtenus auprés du Centre de Recherche Scientifique et Technique en
Analyse Physico-Chimique (CRAPC) de Bou-Ismail. Des essais complémentaires ont été
effectués dans un laboratoire a Médéa.

L'étude s'est concentrée sur les huiles essentielles extraites du romarin, en analysant des
échantillons provenant de trois régions algériennes aux climats distincts : Tipaza (climat
humide), Médéa (climat semi-aride) et Béchar (climat aride). Cette sélection de sites
géographiquement éloignés avait pour objectif d'évaluer I'influence des conditions climatiques
sur la composition et les propriétés des huiles essentielles de cette plante aromatique.

I11. Préparation de la matiere végétale :

I11.1. Nettoyage et séchage :

Les parties aériennes du romarin ont été récoltées sur une période de fin février a avril.
Ce processus est lié a I'étude de trois régions différentes de I'Algérie, a savoir humide, semi-
humide et seche (Tipaza, Médéa et Béchar). Les zones d'échantillonnage ont été sélectionnées
de maniére a représenter différentes conditions climatiques, allant d'un climat humide a un
climat aride, en passant par un climat semi-aride. Cette approche vise a étudier I'influence du
facteur climatique sur la plante et ses composants. Aprés la cueillette, nous avons séparé les
feuilles, les fleurs et les tiges. Ensuite, nous nettoyons ce mateériel végétal avec de I'eau.

Plusieurs éléments affectent le temps de séchage, tels que la température, I'épaisseur des
feuilles, I'humidité initiale et I'numidité de I'environnement. Pour le séchage, deux méthodes
ont été utilisées : La premiere facon : elle consiste a laisser sécher la matiere a l'air libre et a
température ambiante, ce qui favorise une bonne circulation de l'air. Cette méthode nécessite
une période de 10 a 15 jours.

La deuxieme méthode implique de placer le matériel végétal dans une étuve, a une
température comprise entre 35 et 45 °C, température idéale pour le séchage du romarin. Ce

processus dure plusieurs semaines.
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(a) (b)
Figurelll.l : la plante a/fraiche, b/ seche
111.2 Broyage :

Les feuilles et les fleurs séchées sont broyées a I’aide d’un moulin électrique. Ensuite, les
¢chantillons sont tamisés a I’aide d’un tamis (0.1) mm pour avoir une poudre fine.

Une fois le séchage et le broyage effectués, le matériel végétal est conservé dans des sacs
opaques en papier. Cette opacité des sacs vise a bloquer le passage de la lumiere afin de

préserver au mieux les propriétés du matériel végétal.

(a) (b)
Figurelll.2 : la plante a/- broyée et b/- conserve.
111.3 Les Méthodes d’extractions :

A. Par méthode Clevenger :

Matériel : produits chimiques :
- Elévateur - Eaux distillee.
- Chouffe ballon. - Pierre ponce.
- Ballon rodée de 1L. - MgSO..
- Clevenger .
- Broyeur.
- Balance.
- Les piluliers.

- Les seringues.
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> protocole de méthode Clevenger :

Préparez le montage de I'appareil de Clevenger. Placez 100 g de romarin dans le ballon et
ajoutez de l'eau distillée jusqu'aux deux tiers du niveau recommandé. Fixez le ballon a
l'appareil et chauffez-le pour faire bouillir le mélange. La vapeur d'eau se formera alors,
entrainant avec elle les composants volatils du romarin. Cette vapeur montera jusqu'a
atteindre le réfrigerant.

Les vapeurs d'eau et I'huile essentielle de romarin se condenseront pour former un mélange
hétérogéne que nous récupérerons dans la partie de Clevenger. On observera alors deux
phases non miscibles de densités différentes : I'nydrolat et la phase organique.

La phase organique, plus légere, se situera au-dessus, tandis que la phase aqueuse
(hydrolat) sera en-dessous. Récupérez la phase organique, qui constitue I'huile essentielle du
romarin. Ajoutez alors un desséchant comme du MgSOa. A l'aide d'une seringue, séparez
I'huile essentielle du desséchant.

(@) (b)
Figure I111.3 : a/- Extraction par Montage de Clevenger,b/-huile essentielle.
B. par I’entrainement a la vapeur :

Figure 111.4 : Huile essentielle I’entendement a la vapeur.
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Matériel produits chimiques
- Elévateur. - MgSOa.
- Chauffe ballon. - Eaux distillée.
- Ballonrode de 1L. - Pierre ponce.

- Ampoule a décanter 500ml.
- Refrigérant.

- Ampoule a décanté 50ml.

- Becher.

- Les piluliers.

- Les seringues.

> Protocole de [!’entrainement a la vapeur :

Apreés leur prélevement (feuilles, fleurs, tiges), les échantillons subissent un processus de
préparation. Premiérement, ils sont soigneusement rincés et séchés dans un endroit sec et aéré,
a l'abri de la lumiére directe. Cette etape initiale s'étale sur une période de deux semaines.
Ensuite, les échantillons déshydratés sont broyés mécaniquement a l'aide d'un broyeur jusqu'a
obtenir une fine poudre.

Le matériel vegétal est stocké dans des sacs en papier afin de le protéger de toute
exposition a la lumiére.
I11.4 Rendement des extractions :

Le rendement des extraits est exprimé en pourcentage massique. Il représente la masse de
I'extrait obtenu rapportée a la masse initiale de matiére végétale seche (100 g) provenant de la
partie aérienne (tiges, feuilles, etc.) de la plante romarin Salvia rosmarinus. La formule pour

calculer ce rendement d'extraction est la suivante :

[ R(%) = (3)*100 J

R : Rendement (%).

Me : Masse de I'extrait obtenu (g).

Mv : Masse initiale de matiere végétale seche (Q).
I11.5 Screening photochimique :

Les tests phytochimiques permettent d'identifier qualitativement les différents composés
présents dans une plante. Ces analyses sont basées sur des réactions provoquant des
changements de couleur ou la formation de précipités lorsque la plante entre en contact avec

certains réactifs spécifiques.
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111.5.1 Matériel :

- 100 g mateériel végétal.

- 150 ml éthanol, 150 ml éther de pétrole, 150 ml chloroforme, 5 ml FeCls en solution
méthanoique Fragments de magnésium 5 ml HCI concentré, 10 ml gélatine a 1 %, 5 ml
NaOH 10 %, 5 ml KOH 10 %, 15 ml acide sulfurique, 5 ml NH4OH 25 %.

- Réactif de Dragendroff, Réactif de Mayer, Erlenmeyer Tubes a essai.

111.5.2 Préparation des extraits du screening :

Le screening phytochimique a été réalisé en effectuant une extraction solide-liquide sur
les parties aériennes de la plante romarin. Provenant de trois régions differentes d'Algérie :
Tipaza, Médéa et Béchar. Plusieurs solvants polaires et apolaires ont été utilisés pour cette
extraction. Au final, quatre extraits ont été obtenus : I'extrait hydro-éthanolique (HE),
I'extrait chloroformique (C), I'extrait éthérique (E) et I'extrait sulfurique (S).

L’extrait végétal hydroalcoolique (HA) :
- Dans un erlenmeyer, introduire le vegétal et laisser macérer a température ambiante

pendant 24 h.

- 10 g de materiel végétal dans 100 ml de mélange éthanol-eau (70/30).

- Filtrer le mélange a I’aide d’un papier Whatman et récupérer le filtrat.

L’extrait éthérique (E) :

- Introduire 10 g de matériel végétal dans un erlenmeyer et ajouter 100 ml d’éther de
pétrole. Laisser reposer pendant 10 minutes.

- Filtrer le mélange a I’aide d’un papier Whatman et récupérer le filtrat.

L’extrait chloroformique (C) :

- Introduire 10 g de matériel végétal dans un Erlenmeyer et ajouter 100 ml de
chloroforme. Laisser reposer pendant 10 minutes.

- Filtrer le mélange a 1’aide d’un papier Whatman et récupérer le filtrat.

L’extrait végétal de I’acide sulfurique :

- On met dans un Erlenmeyer.

- 0,2 g de matériel végétal (broyé).

- 10 ml de I’acide sulfurique.

Agitation pendant 2 minutes.
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Préparation de Réactif de Mayer :

v" Chlorure de MerCuUre......c.ccovveeeeveeseeseeenns 1,36 g.
V' lodure de potassium..........ccocoeererererereecninen 50.
v EaU diStillée.....ccvveeeieeeeeeeee e 100 ml.

111.5.3 Différentes classes recherchées :

» Flavonoides et leuco-anthocyanes :
On met dans deux tubes 2 ml de I’extrait hydroalcoolique (A) dont :

e Le 1tube (Témoin).

e Le 2 tube, on met 0,5 ml de HCI concentré. On ajoute tout doucement quelques

fragments de magnésium, on laisse agir sous la hotte.

L’apparition d’une couleur qui vire vers le rouge pourpre (Flavonols) ou le rouge violacé
(Flavonones et Flavonols) confirme I’existence des flavonoides [102].
On met dans deux tubes 2 ml de I’extrait hydroalcoolique (A) dont :

e Le 1tube témoin.

e Le 2tube, additionner 0,5 ml de HCI concentré.

o Porter au bain-marie pendant 30 minutes.
L’apparition d’une coloration rouge dénote la présence de leuco anthocyanes qui sont des
dérivés des flavan-3,4-diols [102].

» Tannins :
On met dans 4 tubes 2 ml de I’extrait hydroalcoolique (A) dont :

e Le 1 tube (Témoain).

e Le 2 tube, additionner 4 a 5 gouttes de gélatine a 1 %.

e Le 3tube (témoin).

o Dans le 4, additionner 4 a 5 gouttes de FeCls (en solution méthanolique).
La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence
de tanins catéchiques avec preécipitation dans les tests de gélatine [103].

» Anthraquinones :

On met dans deux tubes 2 ml de I’extrait chloroformique (C) dont :

e Le 1 tube (Témoain).

e Le 2 tube On ajoute KOH 10 %.
Aprés agitation, la présence des Anthraquinones est confirmée par un virage de la phase

aqueuse en rouge [104].
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» Quinones :

On met dans 2 tubes 2 ml de I’extrait (E) dont :

Le 1 tube (Témoain).
Dans le 2 tube, on ajoute NaOH 10 %.

Aprés agitation, I’apparition d’une coloration qui vire au jaune, rouge ou violet de la phase

aqueuse confirme la présence des quinones [105].

> Alcaloides :

On met dans les 4 tubes 2 ml de I’extrait de I’acide sulfurique dont :

Le 1 tube (Témoin).

Le 2 tube, on ajoute 5 gouttes de réactif de Mayer.

La présence des alcaloides est constatée par des réactions de précipitation avec les révélateurs

généraux : Blanc jaunatre dans le deuxiéme tube [106].

» Saponines :

Pour chercher la présence de saponines, une préparation a éte réalisée en décoction.

5 g de plante finement broyée ont été melangés a 50 ml d'eau distillée. Le mélange a
bouilli pendant 30 minutes.

Aprés refroidissement, la solution a été filtrée. 5 ml du filtrat ont été prélevés et
transvases dans un tube a essai. Ce dernier a subi une agitation verticale vigoureuse
pendant 15 secondes, puis a été laissé au repos pendant 15 minutes.

La formation d'une mousse stable de 1 a 2 cm d'épaisseur a la surface du liquide est un

indice de la présence de saponines dans I'échantillon végétal [107].

» Les Stérols et terpénes :

La mise en évidence des stérols et terpénes est réalisée en suivant les étapes suivantes :

Un mélange EtOH/H-0 est ajouté a une petite quantité de poudre végétale.

Aprés agitation, filtration et évaporation non a sec, 50 ml d'éther de pétrole sont
ajoutés a la solution.

Une fois les deux phases separées, I'évaporation a sec de la phase éthérée est réalisée,

I'extrait résultant est ajouté aux 15 ml de chloroforme.

4 ml de la solution chloroformique sont répartis en deux tubes a essai, 3 ml d'anhydride

acetique est ajouté dans l'un des tubes et 3 gouttes d'acide acétique dans l'autre. Avec l'ajout

de 3 gouttes d'acide sulfurique dans les deux tubes. L’observation d’une couleur rouge

indique la présence des terpenes alors que I’apparition d’une couleur bleu-vert indique la

présence des stéroides [108].
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I11.6 Les Activités biologiques :
111.6.1 Etude de I'Activité anti oxydante des Huiles Essentielles de Romarin :

Tout d'abord, nous testons I'huile essentielle pour savoir si elle a une activité
antioxydante ou non : le test : 20 ul d’HE + 180 ul de I’éthanol + 1000 ul de DPPH. Ensuite,
nous suivons les étapes suivantes :

> La premiere étape, nous préparons une solution de DPPH :

Une fiole jaugée de 100 ml a été utilisée, recouverte d'une feuille d'aluminium afin de la
protéger de la lumiere. 2,4 mg de DPPH ont été pesés puis dissous dans 100 ml d'éthanol.
Cette dissolution s'est effectuée sous agitation pendant 30 minutes a température ambiante.
Une fois la solution préparée, son absorbance initiale a 517 nm a été mesurée.

> La deuxieme étape, nous préparons une solution :

Dans un bécher, 25 pL de I'huile essentielle a tester ont ét€ mélangés avec 975 pL d'éthanol.

» La troisieme étape de preparation des solutions filles :

A partir de la solution mére, différentes solutions diluées ont été préparées a diverses
concentrations.

Des volumes de la solution mére ont été prelevés. Chacun de ces volumes a ensuite été
complété avec de 1'éthanol jusqu'a atteindre 1000 uL. Puis, 1000 puL de la solution de DPPH
ont été ajoutés a chacune de ces dilutions. Les différentes solutions ont été recouvertes de
papier aluminium. Aprés un temps de repos de 30 minutes, l'absorbance de chaque solution a
été mesurée a 517 nm.

Au terme de l'interaction, nous tracons une courbe représentant le pourcentage d'inhibition
en fonction de la concentration en antioxydant (mol/L). Cette courbe permet de déterminer la
valeur de I'IC50, qui correspond a la concentration en antioxydant nécessaire pour réduire de
50 % la concentration initiale en DPPH. Le pourcentage d'activité antioxydante (I %) est

calculé selon la formule suivante :

(Abs blanc — Abs ech)
Abs blanc

1(%) = [ ] x 100

1(%) : pourcentage d'inhibition d’huile essentielle.
Abs blanc : I’absorbance du DPPH avant 1’addition de I’échantillon.

Abs éch : I’absorbance de I’échantillon aprés 30min d’incubation.
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1) | o 3

Figurell1.5 :I’activité anti oxydante de trois régions différentes.

—

Figurelll.6 : les solutions d’acide ascorbique.

111.6.2 Etude de I'Activité Antibactérienne des Huiles Essentielles de Romarin :
Méthode de I’aromatogramme :
Le principe :

L'évaluation de I'activité antibactérienne est réalisée par la méthode de I’aromatogramme,
qui permet de determiner la sensibilité des différentes especes bactériennes a une huile
essentielle donnée. Cette méthode consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un milieu
gélosé approprié, préalablement solidifié et inoculé avec la souche bactérienne a tester.

Des disques en papier buvard de 6 mm de diamétre, imprégnés d'une quantité connue
d'huile essentielle sont alors déposés a la surface de la gélose. Geénéralement, les
microorganismes sont classés comme sensibles, intermédiaires ou résistants en fonction du
diametre de la zone d'inhibition observée autour des disques. Une zone d'inhibition plus large
indique une plus grande sensibilité a I'huile essentielle testée.

Si ce diametre est inférieur ou égal a 8 mm le germe est considéré comme résistant.

Entre 8 et 14 mm, sa sensibilité est limitée.
Entre 14 et 20 mm indique une sensibilité moyenne.
Supérieur ou égal a 20 mm, le germe est jugé tres sensible.
Pour cette étude, nous avons sélectionné diverses souches bactériennes sensibles a des fins

d'identification et de test a l'aide de I’aromatogramme, une méthode de diffusion sur milieu
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gélose utilisant des disques stériles en cellulose. Cette méthode permet de déterminer l'activité
inhibitrice de la croissance bactérienne par les huiles essentielles.

Les souches bactériennes ont été testées avec des huiles essentielles de romarin provenant
de trois régions différentes d'Algérie : humide, semi-humide et séche (Tipasa, Médéa, et
Béchar). Les souches microbiennes suivantes ont éte utilisees pour ces tests :
eStaphylococcus Epidermidis ATCC 12228.
eEscherichia Coli ATCC 87309.
eStaphylococcus Aureus ATCC 6538.
eBacillusSubtilis ATCC 6633.

Protocole :
» Préparation des Souches Bactériennes :
Culture des bactéries jusqu'a obtention d'une densité de 0,5 McFarland.
» Préparation des Plaques de Gélose :
Ensemencement de 100 pL de suspension bactérienne sur des plaques de gélose Muller-
Hinton.
» Application des Huiles Essentielles :

Disques de papier stéeriles imprégnés de 10 pL d'huile essentielle de chaque région déferent

sont placés sur les plaques ensemenceées.
» Incubation et Observation :

Incubation des plaques a 37°C pendant 24 heures, Observation et mesure des zones
d'inhibition autour des disques pour déterminer l'efficacité antibactérienne des huiles
essentielles.

111.6.3 Etude de I'Activité anti-inflammatoire des Huiles Essentielles de Romarin :

Pour I'évaluation de l'activité anti-inflammatoire des huiles essentielles de romarin extraites
de différentes régions d'Algérie (Tipasa, Médéa et Bachar), on utilise la méthode de la
dénaturation des protéines de sérum bovin (Bovine Serum Albumin, BSA).

» Préparation des solutions :
Préparation de tampon phosphate a pH 6,6.
Préparation de la solution de BSA a 0,2 %.
Préparation de la solution mere.
» Préparation des solutions filles :
Tout d’abord, nous testons la BSA a 0,2 % préparée dans le tampon a pH 6.6. Le mélange est

ensuite incubé a 37 C pendant 15 min puis a 72 C pendant 5 min a la fin de
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L’incubation, et apres I’avoir vortex, le mélange est refroidi rapidement, est mesurée a 660

nm a l’aide d’un spectrophotométre. La méme méthode que teste I’huile essentielle de

romarin de la région d’Alger pour vérifier la présence de I’activité anti-inflammatoire ou pas.
» Le Protocole :

Tout d’abord, nous testons que le BSA, et testons a ce que I’huile essenticlle de romarin de
la région d’Alger contienne une activité anti-inflammatoire ou pas.

Ensuite, nous suivons les étapes suivantes :

La premiére étape, nous préparons une solution de et préparons la solution mere.

A partir de la solution mére, différentes solutions diluées ont été préparées a diverses
concentrations. Des volumes de la solution mére ont été prélevés. Chacun de ces volumes a
ensuite été complété avec de 1'éthanol jusqu'a atteindre 1000 pL. Puis, 1000 pL de la solution
de BSA ont été ajoutés a chacune de ces dilutions. Nous fermons les tubes a essai avec un
papier aluminium et nous les avons mis dans un tube a température 37 C pendant 15 min, et
apres on augmente la température jusqu'a 72 C pendant 5 min, Aprés refroidissement, la
turbidité est mesurée a 660 nm.

> Expression des résultats :

Calcul du pourcentage d'inhibition de I’activité anti-inflammatoire :

(AC — Ae)

I(%) = [—¢

)] x 100

AC : Absorbance de control.

Ae : Absorbance d’échantillon.
' L

[@) 2) (3)
Figure 1.7 : Les solutions qui présentent I’activité antiinflammatoire de trois régions
différentes.
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a

Figure 111.8 : les solutions Diclofenac (référence).

L'huile essentielle de romarin extraite et analysée dans trois régions d'Algérie : Tipaza
(climat humide), Médéa (climat semi-aride) et Bechar (climat aride), Différentes techniques
d'extraction de la matiére vegétale sont utilisées (Clevenger, entrainement a la vapeur).

Un examen phytochimique est effectué afin de détecter de maniére qualitative les
composés présents dans la plante. La chromatographie en phase gazeuse combinée a la
spectrométrie de masse (GC/MS) est utilisée pour analyser la chimie des huiles essentielles,
Et l'analyse de diverses fonctions biologiques : Activités antioxydantes, antibactériennes et

antiinflammatoires
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Chapitre 1V : Résultats et discussion.

IV.1 Rendement d’extraction :

Le rendement d'extraction de I'huile essentielle de romarin provenant de trois régions
algériennes distinctes, chacune présentant des conditions climatiques spécifiques. Les régions
concernées sont Tipaza (climat humide), Médéa (climat semi-aride) et Béchar (climat aride).
Pour déterminer les rendements d'extraction associés a chaque provenance, la relation

suivante peut étre appliquée :

Rendement (%) = (Masse de I'extrait obtenu / Masse initiale de matiére végétale
seche) x 100.

— Une comparaison du rendement d'extraction de I'huile essentielle de romarin provenant de
la région de Tipaza a été effectuée en utilisant deux méthodes différentes : I'hydro distillation
par I'appareil de Clevenger et I'entrainement a la vapeur d'eau. Les résultats obtenus montrent
une grande différence entre les deux rendements.

— Le rendement le plus élevé a été observé avec l'appareil de Clevenger, atteignant 0,21 %,
tandis que le rendement par entrainement a la vapeur d'eau était nettement plus faible, 0,05 %.
Ainsi, le rendement obtenu avec l'appareil de Clevenger est tres satisfaisant en comparaison
avec le rendement médiocre de I'entrainement a la vapeur d'eau pour l'extraction de I'huile
essentielle de romarin de la région de Tipaza.

— Une étude comparative des rendements en extrait de romarin a été menée dans trois régions
d'Algérie aux conditions climatiques distinctes : la région humide de Tipaza, la région semi-
aride de Médéa et la région aride de Béchar.

L'objectif était d'évaluer et de comparer les rendements obtenus dans chacune de ces zones
géographiques algériennes, caractérisées par des niveaux d’humidité et d'aridité différents.
Cette analyse visait a déterminer l'influence des conditions environnementales, en particulier
du taux d'humidité et de la sécheresse, sur les rendements en extrait issus de la plante de
romarin.

— Des écarts notables ont été observés. Dans la wilaya de Tipaza, le rendement atteignait 2,31
%. La région montagneuse de Médéa a permis d'obtenir un meilleur rendement de 6,38 %.
Enfin, ¢’est dans la région d’Algérie, wilaya de Bechar, que le rendement maximal de 7,26 %
a été enregistré.

— Cette disparité des résultats d'une région a l'autre s'explique par la conjonction de plusieurs

facteurs ayant un impact sur I'extraction des composés du romarin.
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Tableau V.1 : Les rendements d’extraction en pourcentages des trois régions distinctes
d'Algerie sont illustrés dans le tableau.

Les régions Les rendements
Tipaza (RT) 2.31%
Médea (RM) 6.38%
Bechar (RB) 7.26%

Les rendements en fonction des régions

R%

) -
0
R(TR) R(MR) R(BR)

les region

ER(TR) ®mR(MR) ER(BR)

Figure IV .1 : Histogramme des rendements d'extractions des différentes régions d'Algérie.
IV.2 Screening phytochimique :

Les tests phytochimiques réalisés sur des échantillons de romarin provenant de trois
régions algériennes distinctes, a savoir Tipaza, Médéa et Béchar , ont permis d'identifier les
composés chimiques présents dans cette plante. Le tableau ci-dessous présente les résultats
obtenus, mettant ainsi en évidence la composition phytochimique du romarin cultivé dans ces
zones géographiques.

Tableau 1V.2 : les résultats du criblage phytochimique de la plante romarin provenant de trois
régions différentes d'Algérie.

Les compose Régions Colorations Présence Observation Observation
/Absence
leuco- Tipaza Rouge + Faible présence

anthocyanes

Médéa Rouge ++ Présence moyenne

Béchar Rouge + Faible présence
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Flavonoides Tipaza Rouge pourpre + Présence moyenne
de flavonols
Rouge violacé -
Absence des
flavonoides
Médéa Rouge pourpre ++ Présence moyanne
Rouge violacées | - Absence des
flavonoides
Béchar Rouge pourpre +++ Fort présence
Rouge violacées | - Absence des
flavonoides
Tannins Tipaza Brun verdatre ++ Présence moyenne
catéchiques
Médéa Brun verdatre +++ Fort présence
Béchar Brun verdatre +++ Fort présence
tanins galliques Tipaza Bleu +++ Fort présence
Médéa Bleu noir +++ Fort présence
Béchar Bleu noir +++ Fort présence
Screening Tipaza + Présence fable
phytochimique des
Saponines
Médéa ++ Présence moyenne
Béchar +++ Fort présence
Anthraquinones | Tipaza Rouge +++ Fort présence
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Médéa Rouge ++ Présence moyenne
Béchar Rouge +++ Fort présence
Screening Tipaza Blanc jaunatre +++ Fort présence
phytochimique des
Alcaloides
Médéa Blanc jaunatre +++ Fort présence
Béchar Blanc jaunatre +++ Fort présence
Quinones Tipaza Lacouleur vire au | +++ Fort présence.
jaune, rouge ou
violet.
Médéa La couleur vire au | +++ Fort présence.
jaune, rouge ou
violet.
Béchar La couleur vire au |+++ Fort présence.
jaune, rouge ou
violet.
Stérols et Tipaza La couleur bleu- | +++ Fort présence.
terpénes vert
Médéa Couleur bleu-vert | +++ Fort présence.
Béchar Couleur bleu-vert | +++ Fort présence.
les terpénes Tipaza La couleur rouge | ++ Présence moyenne.
Médéa La couleur rouge. | +++ Fort présence.
Béchar La couleur rouge | +++ Fort présence.
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IV.3 L’analyse CG SM de plante Romarin de différentes regions :

L'analyse de la composition chimique des huiles essentielles de romarin , provenant de
trois régions distinctes (Tipaza, Médéa et Bechar), a permis d'identifier les composés
majoritaires de ces huiles. Cette étude comparative a mis en évidence les principaux
constituants chimiques caractérisant les huiles essentielles de romarin issues de ces différentes
zones géographiques.

» Lanalyse de CG SM de région humide (Tipaza) :

L'analyse de la composition chimique de I'huile essentielle de romarin, extraite de la
région humide de Tipaza, a révéle la présence de 72 composes, représentant au total 99,462%
de I'huile. Les composés majoritaires identifies sont :

1. Camphre .

2. 1,8-cinéole .

3. Verbenone

4. a-pinéne .

5. Borneol (iso-bornéol).

Cette étude a mis en évidence des variations quantitatives significatives entre ces
principaux constituants, offrant ainsi un profil détaillé de la composition de I'huile essentielle
de romarin de cette région.

» L’analyse de CG SM de région semi humide (Médeéa) :

L'analyse de la composition chimique de I'huile essentielle de romarin, provenant de la
région semi-humide de Médéa, a identifié 83 composés, représentant un total de 98,996 % de
I'huile. Les composés majoritaires détectés sont :

1. Camphre.

2. 1,8-Cinéole.

3. 1.4-Cyclohexanedimethanol.

4. Bornéol.

5. a-pinene.

Cette étude a révélé des différences quantitatives significatives entre ces constituants
principaux, fournissant ainsi un profil chimique détaillé de I'huile essentielle de romarin
spécifique a cette région semi-humide.

» DLanalyse de CG SM de région séche (Béchar) :

L'analyse de la composition chimique de l'huile essentielle de romarin, extraite de la
région séche de Béchar, a révélé la présence de 81 composés, représentant un total de 99,998

% de I'huile. Les composés majoritaires identifiés sont :
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1. Camphre.

2. 1,8-Cinéole .
3. Nopol.

4. o-pinéne.

5. Bornéol .

Cette étude a mis en évidence des variations quantitatives significatives entre ces
principaux constituants, offrant ainsi un profil détaillé de la composition de I'huile essentielle
de romarin spécifique a cette région seche.

L'analyse chimique de I'nuile de romarin provenant de différentes zones (humide, semi-
humide et séche) révéle des variations dans le pourcentage de trois composés principaux :

1. o-pinéne : le pourcentage est le plus élevé dans la région de Béchar (11,24 %), suivie

de Tipaza (10,33 %), et le plus faible a Médéa (7,55 %).

2. 1,8-cinéole : ce compose est le plus élevé a Tipaza (15,51 %), suivi de Béchar (12,90

%), et enfin de la zone de Médéa (12,52 %).

3. Camphre : son pourcentage est également le plus élevé a Tipaza (15,80 %), suivi de

pres par Béchar (15,36 %), et le plus faible dans la zone de Médéa (14,69 %).

4. Bornéol : son pourcentage est le plus élevé dans la zone de Médéa (11,16 %), suivi de

Tipaza (10,10 %), et le plus faible a Béchar (8,95 %).
Variation régionale de la composition de I'huile de romarin : Deux composés supplémentaires
montrent des différences, le cinquiéme compose varie selon la région.
IV.4 Comparaison des huiles essentielles de trois régions différentes d'Algérie avec
I'huile essentielle de la région du Maroc :

Nous comparons la composition des huiles essentielles de romarin de notre étude avec
celle de la région du Maroc. Les résultats montrent que :

a-Pinéne : le pourcentage dans I'HE marocaine est de 13,83 %, ce qui est plus élevé que
dans les trois HE de notre étude.

1,8-cinéole : Son pourcentage dans I'HE du Maroc atteint 42,73 %, nettement supérieur a
celui des HE de notre étude.

Camphre : I'HE du Maroc contient 11,94 %, ce qui est inférieur aux pourcentages trouvés
dans nos HE.

Ces différences soulignent que la composition des huiles essentielles de romarin varie
significativement selon la région géographique. D'autres facteurs environnementaux peuvent

également influencer cette composition.
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Tableau 1V.3 : La comparaison de la composition de I'huile essentielle de romarin de trois

régions algériennes distinctes avec la composition du Maroc.

Les régions RT (%) RM(%) RB(%0) Aknoul (%0)
a-pinene 10.33 7.55 11.24 13.83
1,8-cinéole 15.51 12.52 12.90 42.73
Camphre 15.80 14.69 15.36 11.94
Broneol 10.10 11.16 8.95 /

IV.5 Résulta de I’activité anti oxydante :

Dans cette étude, nous avons evalué l'activité antioxydante de la plante du romarin
cultivée dans trois zones géographiques distinctes en Algérie, a savoir une région humide
(Tipaza), une région semi-humide (Médea) et une région seche (Béchar).

Pour chaque région, nous avons mesuré le pourcentage d'inhibition (I %) lors de trois
essais distincts. Ensuite, nous avons calculé la moyenne des pourcentages d'inhibition obtenus
pour chaque région. Enfin, nous avons comparé ces résultats a ceux de l'acide ascorbique,
utilisé comme antioxydant de référence.

Préparation de la solution DPPH .
Préparation de la solution mere .
Préparation de la solution fille.

1)- HE de romarin de région de Tipasa :

Tableau 1V.4 : L'absorption moyenne de I'huile essentielle dans la région de Tipaza.

Les
abcerbonces
Les Les volumes  Essaie (1) Essaie(2) Essaie(3) Moyenne
solutions (ul)

Le blanc 2000 0.595 0.591 0.576 0.587
S1 10 0.349 0.379 0.339 0.355
S2 30 0.270 0.344 0.266 0.293
S3 40 0.267 0.325 0.254 0.282
S4 70 0.263 0.314 0.244 0.273
S5 150 0.215 0.320 0.278 0.271
S6 200 0.222 0.350 0.226 0.266
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Tableau IV.5 : les concentrations et le pourcentage d'inhibition de I'huile essentielle de
romarin (RT).

Les solutions L’absorbance moyenne Les concentrations Pourcentage
(mol/ml) Inhibition 1%.
Blanc 0.587
S1 0.355 9.47x10°® 39.52
S2 0.293 3.15x10°3 50.08
S3 0.282 2.36x107 51.95
S4 0.273 1.35%x107 53.49
S5 0.271 6.31x10™ 53.83
S6 0.266 4.73x10™ 54.68

Remarquez a travers la courbe qui représente le pourcentage d’inhibition en fonction de
la concentration d’huile essentielle de romarin de la région de Tipaza (RT).

On constate une augmentation progressive du pourcentage d'inhibition lorsque la
concentration passe de 1 a 4 mol/ml, atteignant un taux de 52 %. Au-dela de 4 mol/ml jusqu'a
6 mol/ml, la croissance se poursuit, mais de maniere plus lente, le pourcentage d'inhibition
culminant a 55 %. Cette tendance linéaire suggére qu'une concentration plus élevée en huile

essentielle de romarin entraine un pourcentage d'inhibition supérieur.
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Figure 1V.2 : Moyenne de pourcentage d’inhibition de I’huile essentielle du romarin de la
région de Tipasa en fonction de la concentration.
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2)- HE de romarin de région de Médéa :

Tableau IV.6 : L'absorption moyenne de I'huile essentielle dans la région de Medéa.

Les
abcerbonce
Les Les volumes  Essaie (1) Essaie(2) Essaie(3) Moyenne
solutions (ul)
Le blanc 2000 0.506 0.504 0.502 0.504
S1 10 0.250 0.253 0.295 0.266
S2 30 0.230 0.250 0.290 0.256
S3 40 0.225 0.226 0.273 0.241
S4 70 0.210 0.262 0.252 0.241
S5 150 0.238 0.184 0.274 0.232
S6 200 0.245 0.191 0.229 0.221

Tableau IV.7 : Les concentrations et le pourcentage d'inhibition de I'huile essentielle de
romarin (RM).

Les solutions L’absorbance moyenne Les concentrations Pourcentage
(mol/ml) Inhibition 1%.
Blanc 0.504
S1 0266 8.93x10°3 47.22
S2 0.269 2.978x107 49.20
S3 0.241 2.23x10°3 52.18
S4 0.221 4.46x10™ 56.15

Remarquez a travers la courbe qui représente le pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration d’huile essentielle de romarin de la région de Médéa (RM).

A mesure que la concentration en huile essentielle de romarin s'éléve de 1 & 4 mol/ml, on
observe une augmentation linéaire du pourcentage d'inhibition. Ce dernier atteint son

maximum de 56,15% a la concentration la plus élevée.
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Figure 1V.3 : Moyenne de pourcentage d’inhibition de I’huile essentielle du romarin de la
région de Médéa en fonction de la concentration.
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3)- HE de romarin de région de Béchar :

Tableau 1V.8 : L'absorption moyenne de I'huile essentielle dans la région de Béchar.

Les
abcerbonce
Les Les volumes  Essaie (1) Essaie(2) Essaie(3) Moyenne
solutions (ul)

Le blanc 2000 0.658 0.674 0.671 0.667
S1 10 0.408 0.400 0.288 0.365
S2 30 0.383 0.375 0.262 0.34
S3 40 0.388 0.402 0.298 0.362
S4 70 0.380 0.330 0.220 0.031
S5 150 0.346 0.336 0.172 0.284
S6 200 0.340 0.214 0.180 0.244

Tableau IV.9 : Les concentrations et le pourcentage d'inhibition de I'huile essentielle de
romarin (RB).

Les solutions L’absorbance Les concentrations Les
moyenne (mol/ml) Pourcentages
Inhibitions 1%o.
Blanc 0.667
S1 0.365 0.0135 45.277
S2 0.34 4.5x10°° 49.025
S3 0.362 3.375x10°3 51.72
S4 0.31 1.928x10° 53.52
S5 0.284 9x10* 57.42
S6 0.244 6.75x10 63.41

Remarquez a travers la courbe qui représente le pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration de I’huile essentielle de romarin de la région de Béchar (RB).

Entre 1 et 3 mol/ml, la concentration en huile essentielle de romarin s'accroit de facon
modérée, entrainant une hausse minime du pourcentage d'inhibition qui atteint 51 %.
Cependant, au-dela de 3 mol/ml jusqua 6 mol/ml, l'augmentation de la concentration
s'accentue de maniére significative, induisant une forte progression du pourcentage
d'inhibition, lequel culmine a 62 %.

Ainsi, on observe deux phases distinctes. Dans un premier temps, de 1 a 3 mol/ml, la
concentration et le pourcentage d'inhibition croissent lentement. Puis, au-dela de 3 mol/mi
Jusqu'a 6 mol/ml, l'augmentation de la concentration s'accélére, engendrant un bond

conséquent du pourcentage d'inhibition.
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Figure 1V.4 : Pourcentage d’inhibition de 1’huile essentielle du romarin de la région de
Béchar en fonction de la concentration.
4)- Préparation de solution d’acide ascorbique (Vit C) :

> Préparation de la solution acide ascorbique :

Prendre 1 mg d'acide ascorbique (vitamine C) et le placer dans un bécher. Ajouter 5 ml
d'éthanol (alcool) dans le bécher. Sous agitation magnétique, mais sans chauffage, attendre
que l'acide ascorbique se dissolve complétement dans I'éthanol.

» Préparation des solutions filles :

Nous préparons une gamme de solutions filles a partir de la solution mére. Nous prélevons
des volumes de 10, 30, 40, 70, 150 et 200 pL de la solution mere, et nous complétons chacun
de ces volumes a 1000 pL en ajoutant de I'é¢thanol.

Ensuite, nous ajoutons 1000 pL de solution de DPPH a chacune des solutions filles. Nous
placons ces solutions a I'obscurité pendant 30 minutes. Aprés cette période, nous mesurons
I'absorbance de chaque solution a une longueur d'onde de 517 nm.

Tableau 1V.10 : Les concentrations et le pourcentage d'inhibition de 1’acide ascorbique.

Les solutions L’absorbance Les Pourcentage Inhibition
concentrations 1%.
(mol/ml)
Blanc 0.545
S1 0.275 5.675x10* 49.54
S2 0.215 1.891x10* 60.55
S3 0.151 8.107x10° 72.29
S4 0.150 3.783x10° 72.47
S5 0.144 2.837x10° 73.57

L'analyse de la courbe illustrant la relation entre le pourcentage d'inhibition et la
concentration d'acide ascorbique révéle plusieurs tendances. Initialement, on constate une
hausse significative du pourcentage d'inhibition, qui atteint 72% lorsque la concentration

augmente de 1 a 3 mol/ml. Cette valeur se maintient ensuite constante sur l'intervalle de 3 a 4
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mol/ml. Enfin, une légére progression est notée entre 4 et 5 mol/ml, ou le pourcentage
d'inhibition s'éléve a 73%.
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Figure 1V.5 : Pourcentage d’inhibition de 1’acide ascorbique en fonction de la concentration.
Tableau IV.11 : Les concentrations et les pourcentages d’inhibitions de 1’huile essentielle de

romarin de trois régions différentes.

Les
Les concentrations | Les concentrations | Les concentrations | Les
solations | (RT) (RA) (RB) concentrations(C) | I%(RT) | [%(EM) | I%(RE) | I%(C)
51 047103 8.03x102 0,0135 ] 3.675=10% 3952 47.22 45,277 40 54
52 3,15=1073 2,078=10-2 4,5=1073 1,801=10 30,08 402 49023 60,35
53 23621073 3.05=10% 3,375=210"2 8.107=107 51,95 53,96 51,72 7229
54 1.35=107 44610 1,928:=10- 3.783=10° 53,49 56,13 53,52 72,47
55 63110 Q=104 2.837=10% 53,83 56.16 57,42 73,37
56 4. 7310 86,7510 54,68 63,41 73.37
X 80
70
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0
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=@=|% (RT) =@=1% (RM) 1% (RB) 1% C

Figure 1V.6 : La courbe illustre les taux d'inhibition en fonction de la concentration pour trois
régions distinctes, en comparaison avec la vitamine C.
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A partir de ces trois courbes, nous pouvons déduire qu'il existe une relation proportionnelle
entre le pourcentage d'inhibition et la concentration. En effet, plus la concentration augmente,
plus le pourcentage d’inhibition ne s’accroit.

» Détermination d’IC50 d’huile essentielle de Romarin :

Tableau IV.12 : Les résultats d’activité antioxydante de ce travail.

Romarin Tipaza Médéa Béchar Vitamine C
Les valeurs d’IC 50 2x10°3 2.2x10°3 2x10°3 1x10*
(mol/ml)

Les résultats d’IC50 de I’huile essentielle de romarin et la vitamine C.
Huile essentielle de Tipaza vs Vitamine C :
e LIC50 de Tipaza (0.0020 mol/mL) est plus élevé que celui de la vitamine C (0.0001
mol/ml).
o Celasignifie que I'huile essentielle de Tipaza est moins efficace que la vitamine C en
termes d'activité antioxydante.
Huile essentielle de Médéa vs Vitamine C :
e IC50 de Médéa (0.0022 mol/mL) plus élevé que celui de la vitamine C (0.0001
mol/mL).
o Celaindique que I'huile essentielle de Médéa est encore moins efficace que celle de
Tipaza et nettement moins que la vitamine C.
Huile essentielle de Béchar vs Vitamine C :
e IC50 de Béchar (0.0020 mol/mL) plus élevé que celui de la vitamine C (0.0001
mol/mL).
o Comme pour Tipaza, I'huile essentielle de Béchar est moins efficace que la vitamine
C.

En comparant les IC50, il apparait que I'huile essentielle de Romarin. des trois régions
(Tipaza, Médéa, et Béchar) présente une activité antioxydante inférieure a celle de la vitamine
C, avec des IC50 beaucoup plus élevés. Parmi les trois régions, Tipaza et Béchar ont des 1C50
similaires et sont légérement plus efficaces que Médéa, mais restent toutes beaucoup moins

puissantes que la vitamine C en termes d'activité antioxydante.
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1V.6 Résultats de ’activité Antibactérienne :

Tableaux 1V.13 : Les résultats des tests antimicrobiens.

Les souches HEs | Diamétre (mm) Echantillon Echantillon analysé

Staphylococcus RT 21.7mm
Epidermidis
ATCC 12228

RM 18.2mm

RB 20.5mm

Escherichia Coli RT 14.3mm
ATCC 8739

RM 18.0mm

RB 15.5mm

Staphylococcus RT 35.8mm
Aureus
ATCC 6538

RM 28.2 mm

RB 29.3mm

: “‘* ﬂwmmd///
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Bacillus Subtilis
ATCC 6633.

RT 24.0mm
RM 29.1mm
RB 28.0mm

Il s’agit d’une série de tests d’activité antibactérienne réalisés sur 3 échantillons

différents. Les tests ont été effectués sur quatre souches bactériennes différentes :

Staphylococcus Epidermidis, Escherichia coli, Staphylococcus Aureus et Bacillus

subtilis .

Pour chaque échantillon, on a mesuré le diametre de la zone d'inhibition (en

millimetres) autour d'un disque imprégné d'antibiotique.

» Prendre une bactérie Staphylococcus Epidermidis :

Zone de Tipaza (GHE(RT) = @ échantillon) :

L'huile essentielle de romarin provenant de Tipaza a démontré une forte activité

antibactérienne, avec un diameétre de zone d'inhibition de 21,7 mm. Cette valeur, identique a

celle des échantillons de référence, indique une efficacité antibactérienne significative.

Zone de Médéa (GHE(RT) = @ échantillon) :

L'huile essentielle extraite du romarin de Médéa a présenté une activité antibactérienne

modérée, avec un diametre de zone d'inhibition de 18,2 mm. Cette mesure, équivalente a celle

des échantillons standards, suggére une efficacité antibactérienne notable, mais légérement

inférieure a celle de Tipaza.

Zone de Béchar (JHE(RT) = @ échantillon) :

L'huile essentielle de romarin originaire de Béchar a montré une activité antibactérienne

importante, avec un diamétre de zone d'inhibition de 20,5 mm. Ce résultat, similaire a celui

des échantillons de référence, indique une forte efficacité antibactérienne, se situant entre

celles de Tipaza et de Médéa.
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Ces résultats mettent en évidence que les huiles essentielles de romarin des trois régions
possedent toutes une activité antibactérienne significative, avec des variations subtiles
potentiellement liées aux différences climatiques entre ces zones.

» Prendre une bactérie Escherichia Coli :

Zone de Tipaza (GHE(RT) = @ échantillon) :

L'huile essentielle de romarin de la zone de Tipaza a montré une zone inhibitrice de 14,3
mm, identique a celle des échantillons de référence. Cela indique que I'huile essentielle de
cette région posséde une activité antibactérienne similaire a celle des échantillons standards.
Zone de Médéa (ODHE(RM) > O échantillon) :

L'huile essentielle de la plante de romarin provenant de la zone de Médéa a présenté une
zone inhibitrice de 18,0 mm, Iégérement supérieure a celle des echantillons de référence.
Cette mesure suggere une activité antibactérienne modérément plus élevée pour I'huile
essentielle de cette région.

Zone de Béchar (JHE(RB) = @ échantillon) :

L'huile essentielle de romarin de la zone de Béchar a montré un diametre de zone
inhibitrice de 15,5 mm, identique a celui des échantillons de référence. Cela indique que
I'nuile essentielle de cette région posséde une activité antibactérienne comparable a celle des
échantillons standards.

Les résultats montrent que les huiles essentielles de romarin des zones de Tipaza et Béchar
possédent une activité antibactérienne comparable a celle des échantillons de référence.
L’huile essentielle de la zone de Médéa présente une activité antibactérienne légérement
supérieure.

> Prendre une bactérie Staphylococcus Aureus:

Zone de Tipaza (OHE(RT) > O échantillon) :

L'huile essentielle de la plante de romarin de la zone de Tipaza présente une zone
inhibitrice de 35,8 mm, largement supérieure & celle des échantillons de référence. Cela
indique que [l'huile essentielle de cette région possede une activité antibactérienne
significativement plus élevée.

Zone de Médéa (OHE(RM) > @ échantillon) :

L'huile essentielle de la plante de romarin de la zone de Médéa montre une zone inhibitrice

de 28,2 mm, également supérieure a celle des échantillons de référence. Cela suggere que

cette huile essentielle a une activité antibactérienne notablement plus élevée.
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Zone de Béchar (OHE(RB) > @ échantillon) :

L'huile essentielle de la plante de romarin de la zone de Béchar présente une zone
inhibitrice de 29,3 mm, ce qui est largement supérieur a celle des échantillons de référence.
Cela démontre que I'huile essentielle de cette région posséde une activité antibactérienne
significative.

Les résultats montrent que les huiles essentielles de romarin des zones de Tipaza, Médea et
Béchar possédent toutes une activité antibactérienne supérieure a celle des échantillons de
référence. L'huile essentielle de Tipaza est particulierement remarquable avec une zone
inhibitrice de 35,8 mm, indiquant une forte activité antibactérienne. Ces différences peuvent
étre attribuees aux conditions environnementales et climatiques spécifiques a chaque région,
influengant la composition chimique et les propriétés antibactériennes des huiles essentielles
de romarin.

> Prendre une bactérie Bacillus subitilis :
Zone de Tipaza (QHE(RT) = @ échantillon) :

L'huile essentielle de la plante de romarin de la zone de Tipaza présente un diametre de
zone inhibitrice de 24,0 mm, identique a celui des échantillons de référence. Cela indique que
I'nuile essentielle de cette région posséde une activité antibactérienne comparable a celle des
échantillons de réference.

Zone de Médéa (OHE(RM) > @ échantillon) :

L'huile essentielle de la plante de romarin de la zone de Médéa montre une zone inhibitrice
de 29,1 mm, largement supérieure a celle des échantillons de référence. Cela démontre que
cette huile essentielle a une activité antibactérienne significativement plus élevée.

Zone de Béchar (JHE(RB) = @ échantillon) :

L'huile essentielle de la plante de romarin de la zone de Béchar présente un diamétre de
zone inhibitrice de 28,0 mm, identique a celui des échantillons de référence. Cela suggére que
I'nuile essentielle de cette région posséde une activité antibactérienne comparable a celle des
échantillons de référence.

Les résultats montrent que I'huile essentielle de romarin de la zone de Médéa posséde une
activité antibactérienne supérieure a celle des échantillons de référence, avec un diameétre de
Zone inhibitrice de 29,1 mm. En revanche, les huiles essentielles des zones de Tipaza et de
Béchar ont une activité antibactérienne comparable a celle des échantillons de référence, avec

des diamétres de zones inhibitrices de 24,0 mm et 28,0 mm respectivement.
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Chapitre 1V : Résultats et discussion.

IV.7 Résultats de P’activité anti inflammatoire :

Cette étude se concentre sur I'évaluation de l'activité anti-inflammatoire des huiles
essentielles de romarin provenant de trois régions d'Algérie : Tipaza, Médéa et Béchar.

L'objectif est de comparer I'efficacité de ces huiles en utilisant des tests specifiques et en
les comparant a une solution de référence, le Diclofenac.

Les huiles essentielles de romarin des trois régions ont été testées pour leur activité anti-
inflammatoire en utilisant le test BSA (albumine de sérum bovin). Nous avons observé que les
solutions changeaient la couleur blanche trouble des huiles, indiquant une réaction positive.
Les solutions des huiles essentielles présentaient différentes concentrations, ce qui a entrainé
un gradient de couleur blanche. Ce gradient est di au changement de concentration des huiles,
reflétant ainsi leur efficacité relative.

Pour comparer les résultats, nous avons utilisé une solution de diclofenac comme référence.
Les observations ont montré que les huiles essentielles de romarin des trois régions avaient
des activités anti-inflammatoires comparables a celles du diclofenac, avec des variations en
fonction de la concentration.

Pour comparer les résultats, nous avons utilisé une solution de diclofenac comme
référence. Les observations ont montré que les huiles essentielles de romarin des trois régions
avaient des activités anti-inflammatoires comparables a celles du diclofenac, avec des

variations en fonction de la concentration.
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Conclusion générale et perspective

L'étude a réveélé que les composés phytochimiques du romarin varient en fonction des
conditions climatiques des trois régions algériennes étudiées (Tipaza, Médéa et Bechar). Le
criblage phytochimique des échantillons de romarin. provenant des régions de Tipaza, Médéa
et Béchar a révélé la présence de divers composés chimiques, tels que les flavonoides, les
tanins, les saponines, les anthraquinones, les alcaloides, les quinones, les polyphénols, les
stérols et les terpénes. Voici un résumé des principaux résultats :

Flavonoides : Tipaza, présence de traces de leuco anthocyanes, flavonols, et absence de
flavanones. Médéa : présence modérée de leuco-anthocyanes et de flavonols, absence de
flavanones. Béchar : présence de traces de leuco anthocyanes, flavonols, et absence de
flavanones.

Tanins : Tipaza, présence modérée de tanins catéchiques et confirmation de tanins galliques.
Médéa, présence confirmée de tanins catéchiques et galliques Béchar : présence confirmeée de
tanins catechiques et galliques. Saponine, Tipaza : présence en tant que traces. Médéa,
présence modérée. Béchar, présence confirmée.

Anthraquinones : Tipaza, présence confirmée. Médéa : présence modérée. Béchar : présence
confirmée. Alcaloides, présence confirmée dans les trois régions. Quinones, présence
confirmée dans les trois régions. Stérols et terpenes : présence confirmée des stérols et
terpénes dans les trois régions, avec une variation de la concentration.

Les rendements d'extraction de I'huile essentielle de romarin different significativement
entre les trois régions étudiées : Tipaza (climat humide) 2,31 % Medéa (climat semi-aride)
6,38 %, Béchar (climat aride) 7,26 %.

L'activité antioxydante a été évaluée en utilisant le pourcentage d'inhibition de la solution
DPPH. Les résultats montrent des variations selon les régions : Tipaza : Inhibition modérée,
Médéa : Inhibition plus élevée, Béchar : Inhibition la plus élevée. Les huiles essentielles de
romarin ont montré une activité antibactérienne contre plusieurs souches de bactéries, avec

Des variations d'efficacité entre les régions. Les huiles de Béchar ont montré une activité
antibactérienne plus marquée.

Les tests d'activité anti-inflammatoire ont montré que les huiles essentielles de Médéa et
Béchar ont une meilleure efficacité anti-inflammatoire comparée a celles de Tipaza.

Et enfin, je conclus que j'ai atteint I'objectif visé par cette étude perspective.
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