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Résumé

Allium sativum (ail) et Rosmarinus officinalis (romarin) occupent une place
prépondérante dans la pharmacopée traditionnelle, en raison de leurs propriétés
pharmacologiques diversifiées et de leur efficacité reconnue. L'objectif de cette étude est
d'examiner l'impact pharmacologique des deux extraits en vue de la conception d'un produit
biopharmaceutique naturel. Ces deux plantes, réputées pour leurs propriétés médicinales, ont fait
l'objet de diverses activités physico-chimiques, microbiologiques et bioactives. L'huile
essentielle de romarin a été obtenue par le biais de I'hydrodistillation, alors que 1'ail a subi un
traitement de macération dans une huile de sésame. Les analyses des échantillons recueillis ont
par la suite été effectuées grace a la chromatographie en phase gazeuse associée a la spectrométrie
de masse (GC-MS), dons le but d'identifier les composés bioactifs prédominants.

Les activités biologiques examinées comprennent : I'action antimicrobienne vis-a-vis de diverses
souches de bactéries et de champignons, 1'efficacité contre les biofilms, L’activité antioxydante
est mesurée par le test DPPH, , une activité anti- inflammatoire par L'inhibition de la
dénaturation des protéines. L'impact anti-apoptotique et anti-nécrotique sur des cellules
sanguines humaines, et une évaluation de la mutagénicité via le test d'Ames. Les résultats ont
révélé une activité synergique notable, notamment sur la population microbienne et la
neutralisation des radicaux libres et la diminution du processuel inflammatoire

L’interaction entre les molécules actives et sur les cibles biologiques montre une affinité bien
distinguer . Cette recherche offre un fondement scientifique robuste pour la conception d'un
produit biopharmaceutique naturel, multifonctionnel

Mots clés : Allium sativum ; Rosmarinus officinalis ; activité antimicrobienne ; biofilm ; activité
antioxydante ; activité anti-inflammatoire ;; test d’Ames ; GC-MS ; synergie ; produit

biopharmaceutique naturel.



el

310 iy (Allium sativum) Jia J2] s (Rosmarinus officinalis) sl 2 o) &l o3 Cings g G jnal Lgialady o i) &) g Lol ) s ol oY1 ) s 55 ‘U\&
I8 ) gl Jpuanll o e iy n gm0 Ay A ALY ol Lty Ol el A (00 st o g Y e el ity (sl 1 30
ALV 2 g - Jl W s € oty dnend) Cliall Bt Cypal a5 il 8 it L gl il ol (GC-MS) 3ududl sl Lol S 3]

0 045080 o L2 gl 91 ey i il 60 e g S e B gl 0 Ju DPPH i g s

A1 iyl 20 L3 iy 00 i g ) Oy e A, g ) LY il i i
Al deal el 6 ol ) oall gy

il g ke e 5 W i p] e G Ll a0 iy 55 Bl oY1 &l iy ol g Jolitl) gl

4 LS Alfium sativariumé Rosmarinus officinalis ! sl saa b 5auSl dine b thy g &3 05 Gl dudan B ¢ Amest GC-MS Yo et ¢

JETCIN



Abstract

Allium sativum (garlic) and Rosmarinus officinalis (rosemary) occupy a prominent place
in traditional pharmacopoeia, due to their diverse pharmacological properties and recognized
efficacy. The objective of this study is to examine the pharmacological impact of the two extracts
with a view to designing a natural biopharmaceutical product. These two plants, renowned for
their medicinal properties, have undergone various physicochemical, microbiological, and
bioactive activities. Rosemary essential oil was obtained through hydrodistillation, while garlic
underwent maceration in sesame oil. Analyses of the collected samples were subsequently
carried out using gas chromatography-mass chromatography (GC-MS) to identify the
predominant bioactive compounds. The biological activities examined include: antimicrobial
activity against various strains of bacteria and fungi, efficacy against biofilms, antioxidant
activity measured by the DPPH assay, anti-inflammatory activity by inhibition of protein
denaturation, anti-apoptotic and anti-necrotic effects on human blood cells, and mutagenicity
assessment using the Ames assay. The results revealed significant synergistic activity,
particularly on the microbial population and the neutralization of free radicals and the
reduction of the inflammatory process.

The interaction between the active molecules and the biological targets shows a clearly
distinguished affinity. This research provides a robust scientific basis for the design of a
multifunctional natural biopharmaceutical product.

Keywords: Allium sativarium; Rosmarinus officinalis; antimicrobial activity; biofilm;
antioxidant activity; anti-inflammatory activity; Ames assay; GC-MS; synergy; natural
biopharmaceutical product.
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Introduction

L’intérét mondial croissant pour les produits thérapeutiques d’origine végétale refléte une volonté de
développer des alternatives plus sires, durables et efficaces face aux traitements allopathiques conventionnels.
Cette évolution est motivée par les effets indésirables fréquents des médicaments synthétiques ainsi que par la
menace croissante de la résistance antimicrobienne, classée parmi les priorités sanitaires majeures par
I’Organisation mondiale de la santé¢ (OMS, 2022). Dans ce contexte, les plantes médicinales apparaissent comme
des sources stratégiques de biomolécules multifonctionnelles, capables d’intervenir simultanément sur plusieurs
mécanismes physiopathologiques, notamment 1’inflammation chronique, le stress oxydatif et 1’infection
microbienne (Newman et Cragg, 2020 ; Harvey et al., 2015).

Parmi les espéces d’intérét, Allium sativum (ail) et Rosmarinus officinalis (romarin) se distinguent par
une riche tradition d’usage thérapeutique et une forte valeur pharmacologique, reconnus pour leurs propriétés
antimicrobiennes, antioxydantes, immunomodulatrices et cardioprotectrices (Bayan et al., 2014 ; Shang et al.,
2019). Plusieurs études ont également souligné le potentiel synergique de ces composés lorsqu’ils sont utilisés
en combinaison, renfor¢ant ainsi I’efficacité globale des extraits végétaux (Viuda-Martos et al., 2010).

La présente étude s’inscrit dans une approche biopharmaceutique intégrée, visant a explorer les effets
pharmacologiques conjoints de A. sativum et R. officinalis, a travers une évaluation combinée de leurs activités
biologiques : antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire, antifongique, anti-apoptotique et
cytoprotectrice. S’inscrivant dans une approche biopharmaceutique intégrative, la présente étude vise a
caractériser les propriétés pharmacologiques de ces deux espéces végétales, évaluées séparément et en
association synergique.La présente étude a pour objectif d’évaluer les propriétés pharmacologiques de
deux especes végétales, Allium sativum et Rosmarinus officinalis, examinées individuellement et en
combinaison synergique, dans le cadre du développement d’une approche thérapeutique alternative
contre I’alopécie.

L’¢étude repose sur une série d’analyses expérimentales in vitro : extraction ciblée des composés
bioactifs (hydrodistillation pour le romarin, macération dans I’huile de sésame pour I’ail), caractérisation
chimique par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS), test DPPH pour
I’évaluation du pouvoir antioxydant, analyse de ’activité antibactérienne (diffusion sur gélose, inhibition

de biofilms), test d’Ames pour la mutagénicité, et examen morphologique par microscopie.

En complément, une approche in silico a été intégrée afin d’explorer le profil pharmacocinétique des principales
molécules identifiées (ADME-Tox) ainsi que leur affinité de liaison avec des cibles biologiques clés impliquées

dans I’inflammation, le stress oxydatif et les mécanismes bactériens.
-1-
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L1. Phytothérapiques et physiopathologie capillaire
L1.1. Espéces végétales
L111. Allium sativum L :

L’Ail (Allium sativum L.) Anglais :Garlic et en Arabe : ¢ est une espéce appartenant a la
famille des Amaryllidaceae, cultivée des régions subtropicales aux régions boréales. Son
principal centre d'origine se situe en Asie centrale, s'étend au Moyen-Orient et atteint le bassin
méditerranéen (Licea-Morenoet al.,2024).

IL se classe en deuxiéme position parmi les especes les plus consommeées, depuis
l'antiquité, l'ail est une herbe aromatique largement reconnue surtout utilisé en cuisine pour sa
saveur piquante, mais il reste également apprécié pour ses multiples vertus pharmacologiques et
thérapeutiques (Najja et al., 2011).

e (lassification botanique :
Le tableau 1.1 présente la classification de 4. sativum L

Tableau 1.1: Classification de A. sativum L

‘ Régne H Plantae ‘

Tracheobionta (= Végétaux

Sous-Regne .
vasculaires)

‘Embranchement ‘Magnoliophyta (= Spermaphytes)
esl(;:;)s;anchemen ¢ Magnoliophytina (= Angiospermes)
‘Classe HLiliopsida (= Monocotylédones) ‘
‘Sous-classe HLiliidae ‘
‘Ordre HASparagales ‘
‘Famille HAmaryllidaceae ‘
‘Genre HAllium ‘
‘Espéce HAllium sativum L. ‘

(Chase et al., 2016)
e Caractéristiques morphologiques :

C’est une plante herbacée aromatique et bulbeuse, est a la fois annuelle et vivace, avec

une hauteur pouvant atteindre jusqu'a 90 cm(Bechaa, 2020).elle est constitué de 10 a 50 petites



bulbilles ou gousses qui présentent une asymétrie bilatérale, sauf pour celles qui sont proches du

centre (figure 1.1) (Singh et Singh, 2019).

Smalldove

Figurel.l : Représentation d'un plant d’Allium sativum ,

description morphologique (Licea-Morenoet al.,2024).

De grandes variations morphologiques, phénologiques, biochimiques et physiologiques,
ainsi que pour la tolérance aux stress biotiques dont la cause principale de cette hétérogénéité
n'est pas claire, mais il a ét¢ suggéré que I'accumulation de changements provenant de mutations
naturelles, de croisements entre ancétres anciens et d'événements épigénétiques pourrait

contribuer a cette variabilité inattendue (Licea-Morenoet al.,2024).

e Composition chimique :

La variabilité de la composition chimique de I'ail est influencée par le cultivar, le site de
culture, le moment de la récolte et les conditions dans lesquelles les bulbes sont entreposés
(Bruneton, 2009).

Le tableau 1.2 présente les principaux composants phytochimiques de 1’ail :



Catégorie

1. Composés soufrés

2. Glucides

3. Protéines & Acides
Aminés

4. Lipides

5. Fibres alimentaires

6. Minéraux & Oligo-
éléments

7. Vitamines

8. Eau

9. Ajoénes

10. Peptides y-glutamylés

11. S-

alk(en)ylcystéinesulfoxydes

12. Thiosulfinate / Allicine

13. Composés phénoliques

14. Saponines

Tableau 1.2 : Profil phytochimique de I’Ail

Composition / Détail clé

Allicine, DAS, DADS,
DATS, SAC,SAMC, ajoéne
(33 composés).

28 % : fructose, glucose,
saccharose, fructanes,
raffinose, inuline.

6 % de protéines. 17 acides
aminés (aspartique, lysine,
méthionine, etc.).

Faible quantité.
Contient acides gras
(linoléique, oléique),
phospholipides,
prostaglandines.

1,5 % : pectine, cellulose,
hémicellulose.

Phosphore, potassium, zinc,
sélénium (organique :
diméthylséléniure, etc.).
B1aB9,C,E, A.

65 % de la masse de I’ail est
constituée d’eau.

Dérivés de I’allicine : ajoéne
E et Z. Volatiles. Z-ajoéne
moins stable.

Dérivés du glutathion (ex:
SAC, SAMC).

Alliin, isoalliine, méthiine.

Allicine (70-80 % des
thiosulfinates), instable, se
transforme rapidement.
>20 : résorcinol,
pyrogallol, acide gallique,
protocatéchuique,
quercétine, rutine,
apigénine,

myricétine.

Saponines stéroidiennes
(proto-eruboside-B,
eruboside-B,
voghieroside D1). Ail

violet plus riche
que I’ail blanc.

Structure chimique (exemples ou
classes)

R-S-R’ (thioéthers, disulfures,
trisulfures), sulfoxydes (S=0), allyl
group (CH.=CH—CH:-)
Hexoses (CsH120¢6), disaccharides
(C12H22011), polysaccharides
(fructanes
: polyméres de fructose)
Peptides (liaisons peptidiques -
CO- NH-), acides aminés (groupe
amine
NH: et acide carboxylique COOH)
Acides gras insaturés (ex : C18:2,
C18:1), triglycérides (esters de
glycérol), phospholipides (téte polaire
+ queue lipidique)

Polyméres de glucose ou
galacturonique (liaisons p-1,4

dans

cellulose)

Ions métalliques (Zn*', Fe**), composés
organoséléniés (R—Se—R’)

Hétérocycles (B1 :
thiazole/pyrimidine), acides (B3 :
acide

nicotinique), antioxydants (C : acide
ascorbique, E : tocophérol)

H:0 (molécule simple,
polaire).

4,5,9-Trithiadodéca-1,6,11-triene-9-
oxide (R-S-S=0-S-R’)

Dipeptides avec résidus glutamyl
+ soufre (-CH:—S-)

Cystéine modifiée : R—-CH(NHz2)-CH:—
S(O)-R’

R-S(0)-S-R’ (thiosulfinates), dérivés
allyliques

Noyaux aromatiques (benzéne)
hydroxylés : Ar—OH ; flavonoides
(structure C6-C3-C6)

Stéroides glycosylés : noyau stérol
(cyclopentanoperhydrophénanthrén
e) + sucre (glucose, rhamnose, etc.)

Références

Shang et al.,
2019 ; Alam,
2016

Colin, 2016 ;
Gambogou
et

al., 2019
Trudel, 2005 ;
Hasib et al.,
2021

Gambogou
etal., 2019

Mohamed,
2018 ; Colin,
2016

Gambogou
etal., 2019

Seninger,
2009

Bourgoin et
al., 2017

Sendl, 1995 ;
Naznin, 2008 ;
Colin, 2016

Santhosha,
2013 ; Tsaiet
al., 2012
Colin, 2016 ;
Batiha et al.,
2020

Papu, 2014 ;
Batiha et al.,
2020

Shangetal.,
2019

Colin, 2016 ;
Shang et al.,
2019



e Activités biologiques

L’Allium sativum possede de nombreuses activités biologiques, notamment des propriétés
antioxydantes, antibactériennes, antifongiques et antidiabétiques. Ses composés actifs, comme
I’allicine, contribuent a la protection contre le stress oxydatif, les infections microbiennes et les
troubles métaboliques (Kumar et al., 2023 ; Zhang et al., 2024). L’ail agit également sur la
circulation sanguine en réduisant 1’agrégation plaquettaire et en abaissant la pression artérielle
(Singh et Gupta, 2022). Ces effets font de 1’ail une plante médicinale aux multiples bienfaits
(Ahmed et al., 2023 ; Lee et Park, 2024).

L112. Rosmarins officinalis

Le romarin (Rosmarinus officinalis), connu en arabe sous le nom J= JiS) (Iklil Al Jabal) et en
anglais sous le nom rosemary, est un arbuste aromatique emblématique du bassin méditerranéen
appartenant a la famille des Lamiacées. 1l se distingue par ses feuilles persistantes, étroites et vert
foncé, ainsi que par ses petites fleurs bleu pale a violettes (figure 1.2) (Makhloufi, 2009 ; Berkane,
2015).

Selon Mostefai (2012), le romarin est une plante vivace présentant une morphologie bien
adaptée a son environnement méditerranéen (Figure 1.2):

» Racine : Profonde et pivotante, elle permet a la plante de résister a la sécheresse en

accédant a des nappes phréatiques profondes.

» Tige : Il s'agit d'un arbuste ou sous-arbrisseau aux rameaux atteignant 0,5 a 2 métres de
hauteur. Sa tige est tortueuse, anguleuse, et relativement fragile. L’écorce linéaire porte

des inflorescences en cymes axillaires, parfois ressemblant a de petits épis.

» Feuilles : Les feuilles sont linéaires, gaufrées, coriaces, sessiles et opposées. Elles
présentent une texture rigide, une face supérieure vert brillant et des bords révoltés, tandis
que la face inférieure est blanchatre et plus ou moins hispide. Leur taille varie entre 18 a

50 mm de long et 1,5 a 3 mm de large.



Figurel.2 : Aspect morphologique de Rosmarinus officinalis
Hodnett.,2022.

e (lassification botanique :

Le tableau 1.3 présente la classification de Rosmarinus officinalis

Tableau 1.3: classification de Rosmarinu sofficinalis

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Salvia
Espéce Salvia rosmarinus Spenn. (=
Rosmarinus officinalis L.)

(Chase, M. W. et al. 2016)
e Composition chimique du Romarin

Le Romarin est principalement connu pour sa richesse en composés bioactifs, incluant

des huiles essentielles, des acides phénoliques, des flavonoides, des tanins et des saponines.



Tableau 1.4 : Tableau synthétique de la composition chimique du Rosmarinus officinalis

Catégorie Composés Teneur/ Propriétés principales
Formule
Huiles 1,8-cinéole (cinéole) CioHisO — | Antiseptique, expectorant
essentielles 154,25 g/mol
Camphre Ci10H160 — Circulatoire, antidouleur
152,23 g/mol
Alpha-pinéne CioHis — Antibactérien, anti-
136,23 g/mol = inflammatoire
Bornéol Ci1oH1s0 — Calmante, antiseptique
154,25 g/mol
Verbénone CioH14O — | Régénération des tissus
150,22 g/mol
Acides Acide rosmarinique CisHis0s — | Antioxydant, anti-
phénoliques 360,31 g/mol | inflammatoire,
antimicrobien
Acide C20H2604 — = Antioxydant, anti-
carnosique&carnosol 330,42 g/mol = inflammatoire,
potentiel
anticancer
Acide caféique CoHs04 — Antioxydant, antibactérien,
180,16 g/mol | antifongique
Flavonoides Diosmétine, — Antioxydants, protecteurs
Lutéoline, Apigénine cardiovasculaires, anti-
radicaux
libres
Tanins — — Astringents, antimicrobiens
Saponines — — Immunostimulantes,
expectorantes

(Dupont Martin 2024).

e Activité biologique

Le Rosmarinus officinalis est une plante médicinale riche en composés bioactifs naturels
aux nombreuses propriétés pharmacologiques. Elle présente des activités antibactériennes,
notamment contre certaines bactéries Gram positif telles que Staphylococcus aureus et Bacillus
cereus, bien que son efficacité soit plus limitée contre les bactéries Gram négatif comme
Pseudomonas aeruginosa. Son huile essentielle démontre également une activité antifongique
significative en inhibant la croissance et la sporulation de divers champignons pathogénes
responsables de mycoses humaines. En outre, les composés phénoliques et diterpéniques du
romarin, tels que 1’acide carnosique et le carnosol, exercent des effets antitumoraux en bloquant
le cycle cellulaire, en induisant 1’apoptose et en inhibant la formation et la propagation des
tumeurs (Ouraini et al., 2005 ; Mahdi, 2015 ; Mouas et al., 2017 ; Andrade et al., 2018 ;
Petiwala et Johnson, 2015)



I.1.2. Physiopathologie capillaire

Le follicule capillaire se divise en deux parties : la racine (ou bulbe pileux), vivante, située a

environ 4 mm sous le cuir chevelu, et la tige pilaire, partie visible et biologiquement morte (figure
1.3).

o Lapapille dermique
o Lamatrice, ou les kératinocytes produisent la kératine, et les mélanocytes la mélanine
o Lagaine épithéliale, interne et externe, quiguide la formation de la tige ;

o Laglande sébacée, quisécrete le sébum essentiel a la protection et a la brillance des

cheveux (Schneider, Schmidt-Ullrich et Paus, 2009).
La tige pilaire est formée de cellules mortes kératinisées et se compose de trois couches :
e Lamoelle, au centre, faite de cellules sans noyau ;

o Le cortex, qui constitue la majeure partie du cheveu et assure sa résistance, sa souplesse

et sa couleur grace a la kératine et a la mélanine ;

e La cuticule, couche externe protectrice formée d’écailles kératinisées, essentielle a

I’état et a I’aspect du cheveu (Montagna et Parakkal, 1974).

Le cycle pilaire comprend trois phases principales : une phase de croissance (anagéne), une

phase de régression (catagéne) et une phase de repos (télogene) (figure 1.3) (Paus, et

Cotsarelis, G. 1999)
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Figure 1.3 : Anatomie du cheveu et cycle pilaire : structure et phases de croissance (Centre de Médecine
Esthétique du Dr Costa.,2015)



L’alopécie désigne une chute de cheveux excessive, dépassant la perte quotidienne normale de
50 a 100 cheveux. Elle peut avoir diverses origines : hormonales, auto-immunes, héréditaires, ou
lies au stress physique ou psychologique.
e Alopécie androgénétique
C’est la forme la plus courante, touchant hommes et femmes, elle est liée a I’action de la
dihydrotestostérone (DHT), un androgeéne qui agit sur les follicules pileux (figure 1.4)

(Clinique de Verdun, s.d. ; Costa, N., s.d.2024) (Randall 2008).

¥
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Figure 1.4 : Action de la dihydrotestostérone sur le follicule pileux.
(FrMedBook., 2025)

Elle se divise en deux grandes catégories : celles ou les follicules pileux sont intacts mais
le cycle de croissance est perturbé (ex. : effluviumtélogene), et celles ou les follicules sont
endommagés (ex. : alopécie cicatricielle).

e Alopécie areata:

C’est une maladie auto-immune caractérisée par une perte de cheveux en plaques bien
délimitées, non cicatricielles et asymptomatiques. Elle touche environ 2 % de la population, sans
distinction de sexe, et apparait plus fréquemment chez les enfants et les jeunes adultes (Smith et
al., 2015).

La pathologie résulte d'une attaque des follicules pileux par les lymphocytes T, conduisant
a une inflammation locale qui interrompt le cycle pilaire normal (figure 1.5), en particulier en
provoquant un passage prématuré a la phase télogéne. Cette infiltration immunitaire
s’accompagne d’une expression anormale des molécules du CMH et d'une production accrue de

cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, TNF-o)(Williams ef al., 2017).

-10 -
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Figure 1.5 : Aspect moléculaire d’un follicule pileux sain et un fatteint d’alopécie aréata (Trueb, R. M.
(2017).

-11 -



‘-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-\

Chapitre I1:Matériels et Méthodes

‘-I-I-

LN BN B0 BB B8 B BR BO BB BR BR BOR BE BE BR B

\I-I-l



Notre recherche s'inscrit dans l'optique de I'exploitation des vertus des extraits d'Allium
sativum et de Rosmarinus officinalis, en vue du développement d’un produit
biopharmaceutique.

L’extraction de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis est réalisée au niveau du
Laboratoire de BIO.EXTRAPAMAL,Oued Alleug Blida

La caractérisation des propriétés physico-chimique et biologiques a été effectuée dans
les laboratoires suivants :

e Centre de Recherche et technique en Analyse Physico-chimique (CRAPC), Tipaza.
e Laboratoire de Biotechnologie-Environemment et Sante
e Laboratoire de Projet fin d’étude (PFE) faculté des sciences de la nature et la vie

(SNV), Blida.

e Laboratoire d’analyses médicales du service Hématologie, CHU FRANZ FANON,

BLIDA.

IL1. Préparation des échantillons végétaux

IL1.1. Matériel végétale

Deséchantillons aléatoires des feuilles fraiches de Rosmarinus
officinalis et des bulbes d'Allium sativum ont été cueillies durant le mois de février 2025 a
blida . Une fois récoltées, les feuilles de romarin ont été nettoyées avec soin et laissées a
sécher naturellement dans un endroit & I'ombre et bien aéré, tandis que les bulbes d'ail

rouge ont été pelés et découpées en morceaux dans le but de préparer un Macérat.

(A) (B)

Figure 2.1.: Matériel végétale

(A : Allium sativum ) et (B :Rosmarinus officinalisa) (photo original le 26 février )

-13 -




I1.1.2. Extraction de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

L’extraction de l'huile essentielle a été effectuée par d’hydrodistillation, selon Bakkali
et al 2008 (Figure 2 .2) en introduisant 10 kg de plante fraiche dans un alambic. A celui-ci, un
volume total de 78 litres d’eau (58 litres initiaux plus 20 litres ajoutés) a été incorporé. Le
chauffage du mélange a I’aide d’une chaudiere a permis la libération de vapeur, laquelle entraine
les composés volatils présents dans la maticre végétale. Cette vapeur est ensuite dirigée vers un
condenseur alimenté en eau froide, ou elle se liquéfie pour permettre la récupération des extraits
aromatiques (Figure 2.3), cette opération dure de 3h a 4h pour extraire de toute I'HE, ces HEs
sont récupérées directement dans un Eppendrof, aprés la lecture de rendement, les huiles
essentielles obtenues sont mises dans des flacons opaques et conservées a la réfrigération a

+4C° jusqu’a leur utilisation pour les tests biologiques

Vapeur deau chargée Eau chaude
d hude essentalbe

Huils sssanteie
Planies aromatsgues

Vapeur deau

Eau
Eau florale

Chaleur 222020 huile essentelle
RVAYAVAVAVAY

Essencer

Figure 2.2 : Schéma du procédé d’hydrodistillation pour I’extraction de I’huile
essentielle de Rosmarinus officinalis, ( Bakkali et al. 2008).

Figure 2.3 : Alambic d’hydrodistillation (photo original février ).
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11.1.3. Maceration d’ Allium sativum

Enpremier lieu en commance par I’extraction de I’huile de sésame par pression a froid
. (Moayedi et al., 2018).. L’huile obtenue est laissée en décantation durant 24 a 48 heures puis
elle est filtrée a 1’aide d’un papier ou tissu filtre, assurant ainsi une huile limpide et stable

(Elleuch et al., 2007) (Figure 2.4)

L’huile ainsi extraite est ensuite utilisée comme support lipophile dans la préparation du
macérat d’ail (Allium sativum). Aprés avoir été épluchées et écrasées, les gousses d’ail sont
mélangées a I’huile de sésame selon un ratio de 1:10 (1 g d’ail pour 10 mL d’huile) (Benkeblia,
2004). Le mélange est ensuite soumis a une macération a chaud dans un bain-marie maintenu
entre 40 et 50 °C pendant 2 a 3 heures, en veillant a ne pas dépasser 60 °C afin de préserver
les composés thermosensibles (Lawson & Hughes, 1992). Enfin, le macérat est filtré a I’aide
d’un papier filtre ou de gaze stérile, puis conservé dans un flacon en verre ambré, a I’abri de la
lumiére et & une température comprise entre 4 et 10 °C pour garantir sa stabilit¢ (Benkeblia,
2004). Cette macération permet I’extraction des composés liposolubles de 1’ail, notamment
I’allicine et les dérivés soufrés tels que les sulfures d’allyle, reconnus pour leurs propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes (Reuter et al., 1996). De plus, la maitrise des conditions de
température et de lumicre durant la préparation et la conservation contribue a limiter la
dégradation oxydative des composés soufrés, assurant ainsi une meilleure stabilité des

molécules actives et la conservation de leur potentiel bioactif (Lawson, 1998).

Figure 2.4: Presse d’extraction froide ( photo original).

1I.14. Détermination du rendement d’extraction
e Rendement de I’huile essentielle de romain

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse d'huile

essentielle et la masse végétale séche a traiter. Il est déterminé par la formule suivante :

R%= (Ph/Pp) x100

R : Rendement en huile essentielle.



Ph : Poids de I'huile essentielle extraite en g.

Pp : Poids de la plante en g.

° Rendement du macérat d'ail dans I'huile de sésame

R%=(Vi/Vf) x100

R% : Rendement en pourcentage
V_f: Volume final obtenu aprés macération (mL)

V_i: Volume initial de solvant (huile de sésame, en mL)

IL2. Caractérisation Physico-chimique des extraits végétaux :

I1.2.1. Caractéres organoleptiques et indices physicochimiques

Les huiles essentielles doivent répondre a certaines -caractéristiques
analytiques qui sont établies par des normes internationales ref . Pour caractériser 1 huile de
la plante nous avons procédé a des essaiesO rganoleptiques et a des mesures de quelques

indices physicochimiques :
e Lacouleur: ¢'est un paramétre trés important. Elle est déterminée a 1" ceil nu.
e L'odeur: c¢’est un parametre détermine d apres teste d’odorat.

e L’aspect : Propriétés physicochimiques.

I1.22. Analyse caractérisation Chimiques par Chromatographie en phase
Gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)
Les analyses par CG/SM ont été effectuées un chromatographe en phase

gazeuse couplé a un spectrométre de masse de type Shumadzu TQ-8030 MC/W/O au
laboratoire de Centre de Recherche et technique en Analyse Physico-chimique (CRAPC),
Tipaza., équipé d’un détecteur et muni une colonne capillaire en silice fondue de 30 m de
longueur, 0,25 mm de diamétre interne et 0,25 um d’épaisseur de film. La température de la
colonne est programmée de 50 a 250 °C a raison de 2 °C/ min pendant 43,33 minutes. La
température de L’injecteur est fixée a 250 °C et celle de détecteur a 250 °C. Le débit de gaz
vecteur (Helium) est fixé a 0.5 pL/min. Le volume de 1‘échantillon injecté est 0.5 pL de

I’huile pure diluée a 10 % dans solvant.



I13. Activités Biologiques

11.3.1. Activité Antimicrobienne

Les huiles sont testées contre les microorganismes mentionnées dans le

tableau suivant :

Tableau 2.1 : Microorganismes testées

Souches utilisées Référence
Gram positif ~ Staphylococcus aureus ATCC 6538
Gram négatif = Echerichia coli ATCC 8139
Bactérie
Gram négatif =~ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Gram négatif = Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
champignon Aspergillus sp ATCC 16404

» Préparation des souches testés

Les différentes souches testées ont été repiquées par la méthode des stries dans les milieux
standards(Annexe A), puis incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures pour les bactéries et jusqu’a 48

heures pour champignonn afin d’obtenir une culture fraiche et des colonies isolées pour des

¢ventuelles tests (Benali et al., 2017).

» Méthode de diffusion sur gélose

La méthode de diffusion sur milieu gélose par puits (6mm)a été adoptée pour évaluer qualitativement
I’activité microbienne des différentes huiles testées. Cette méthode consiste a distribuer les extraits

dans des puits creusés dans la gélose ensemencée, permettant la diffusion radiale des substances et la

formation éventuelle de zones d'inhibition (figure 2.1).

L'échelle de l'estimation de I'activité antimicrobienne est donnée par PONCE et a/,2003

Ils ont classé les diamétres de zones d'inhibition (D) de la croissance bactérienne en 5 classes:



* Extrémement sensible (+++): plus de 20mm.
» Tres sensibles (++) : de 15mm a 19mm.

* Sensibles +: 8 mm a 14mm.

* Nom sensibles- : moins de 8§ mm

La mesure des zones d’inhibition permet de distinguer deux types d’actions possibles :

e Une action bactéricide, ou aucune croissance bactérienne n’est observée autour des
disques.

o Une action bactériostatique, ou des zones d’inhibition sont présentes, mais avec
une croissance résiduelle en périphérie. Seules les bactéries sensibles a 1’huile
essentielle ont été sélectionnées pour déterminer la concentration minimale
inhibitrice

Dans cette technique, chaque puits a été rempli a 1’aide d’une micropipette avec 100 pL de 1’'un des
extraits suivants :

e Huile essentielle de Romarin seule (Rosmarinus officinalis)

e Macérat d’ail seul (4/lium sativum dans I’huile de sésame)

e Me¢élange huile essentielle de Romarin + Macérat d’ail

o Controle négatif : Huile de sésame (SesamumlIndicum)

e Control positif : Amoxicillinet+ Acide Clavulanique

Les boites ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 heures. L’activité
antibactérienne a été évaluée par la mesure des diameétres des zones d’inhibition
autour de chaque puits a I’aide d’un pied a coulisse. Le test a été effectué en

triplicata pour assurer la reproductibilité des résultats.



. Une action bactéricide se traduit par I’absence totale de croissance bactérienne autour
des disques, indiquant que les bactéries ont été entiérement détruites par 1’huile
essentielle. A I’inverse, une action bactériostatique se manifeste par des zones
d’inhibition avec une croissance résiduelle en périphérie, ce qui suggere une inhibition
de la multiplication bactérienne sans effet 1étal. Dans cette étude, seules les souches
sensibles a I’huile essentielle, c’est-a-dire présentant une inhibition visible, ont été
sélectionnées pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI),
correspondant a la plus faible concentration empéchant toute croissance visible (Balouiri
et al., 2016).
Dans cette technique, chaque puits a été rempli a 1’aide d’une micropipette avec 100 pL de 1’'un des
extraits suivants :

e Huile essentielle de Romarin seule (Rosmarinus officinalis)

e Macérat d’ail seul (4/lium sativum dans 1’huile de sésame)

e M¢élange huile essentielle de Romarin + Macérat d’ail

o Contrdle négatif : Huile de sésame (SesamumiIndicum)

e Control positif : Amoxicillinet+ Acide Clavulanique

Les boites ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 heures. L’activité
antibactérienne a ét¢ évaluée par la mesure des diametres des zones d’inhibition
autour de chaque puits a I’aide d’un pied a coulisse. Le test a été effectué en

triplicata pour assurer la reproductibilité¢ des résultats.

# Suspension 100pnL
-

bactérienne ’¥ d’huile

Figure 2.5: Démarche technique de la méthode de diffusion par puits

» Concentration Minimale Inhibitrice et effet synergique

La recherche de concentration minimale inhibitrice et (CMI) et déterminé par la méthode

de microdillution en plaque (CLSI , 2020) I éffect synergique est déterminé selon la méthode
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de échiquier dont on vas determiné s’il existe un effet synergique, additif, indifférent ou
antagoniste entre le macérat d’ail et ’'HE de romarin contre les bactéries testées, a 1’aide d’une
méthode quantitative et standardisée (figure2.6). (Denes, E., Hidri,N. (2009)). La plaque est

ensuite incuber a 37°.

La lecture des résultats est faite en premier temps par I’ observation de la clarté ou turbidité
des puits, d’ou la CMI est le puits le plus dilué ne montrant aucune croissance visible. Lecture
par spectrophotometre a une longueur d’onde de 257 nm

Afin d'évaluer et de comparer l'activité antibactérienne et antifongique des extraits
d'Allium sativum et de Rosmarinus officinalis , utilisés individuellement ou en association,
contre divers micro-organismes plus spécifiquement sur 1’aspect cellulaire et morphologique
des microorganisme.

Sur chaque lame préparée un goute d’extrait équivalant a la CMI trouvée est mélangé a la
suspension fixée. La technique d’observation des souches bactérienne est effectuée par

coloration de Gram (Figure2.6).

KEY
l ‘ M Crystal violet
/, B iodine
/ /

[ Alcahol

B safranin
}
_—— ——

Gram-positive

Gram-negative

@ Application of © Application of © Alechol wash @ Application of
crystal violet iodine (mordant) (decolorization) safranin (counterstain)

(purple dye)

Figure 2.6: Procédé technique de la coloration des lames traités.

Pour I’Aspergillus sp I’observation est faite par coloration au bleu de méthyléne
(Annexe E)
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» Evaluation du potentielle de formation des biofilms microbien :

Pour évaluer l'effet inhibiteur de la synergie entre 1'huile essentielle de Rosmarinus officinalis
et la macération d'A/lium sativum sur la formation de biofilms bactériens in vitro.
L'étude concerne a la fois une mono-souche de Staphylococcus aureus et un consortium bactérien
comprenant I’ensemble de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

= Test de Rouge Congo :
La technique de Rouge Congo, en se liant aux exopolysaccharides du biofilm, révéle la capacité
des bactéries a former cette matrice protectrice, souvent liée a la résistance aux antimicrobiens.

La démarche technique est illustrée dans le tableau suivant :

Tableau 2.2 : Approche technique du test de RougeCongo.

Etape Description

Milieu de culture Gélose Rouge Congo (RCA)
Phase 1 : Préparation de la - Mélange des 3 souches bactériennes avec BHIb puis incubé a
culture initiale 37C° pendant 24h
Phase 2 : Préparation des - Préparation de 3 suspensions individuelles (une par souche)
suspensions avec extraits contenant : * BHIb ¢ Bactérie * 100 pL de la combinaison
naturels d'huile essentielle de romarin et de macération

d'ail- Incubation 24 h a 37°C
Ensemencement final - Etaler les suspensions sur le milieu Rouge Congo

1 al’aide d’une anse stérile (technique en quadrants)
Incubation finale Incubation des boites ensemencées pendant 48 h a 37°C pour

observer la formation ou 1’inhibition du biofilm

( Freeman, ., Falkiner.et Keane, . (1989).

Les colonies productrices de biofilms apparaissent noires a bordeaux foncé, séches et
rugueuses, tandis que celles non productrices restent rouge clair et lisses. L’intégration de ce
support dans le protocole expérimental a permis de mieux cerner 1’action inhibitrice des extraits

naturels testés, enrichissant I’analyse de leur potentiel antibactérien.
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=  Methode de culture en tube
La coloration violette détectée sur les parois internes des tubes est interprétée comme une
manifestation visuelle de la production de biofilm par les micro-organismes. (El-Mahdy et

Elsayed, A., & Taha.2020)

I1.3.2. Activités anti-inflammatoires

L'effet anti-inflammatoire des extraits végétaux d'A/lium sativum et de Rosmarinus officinalis a
été examiné in vitro en utilisant le test d'inhibition de la dénaturation des protéines sériques
humaines aprés prélévements sanguins réalisés sur des tubes secs afin d’obtenir du sérum
humain. . Solon BOUSSAH, et SIAFA, F2018 La méthode consiste a préparé quatre

solutions :

»  Solution d’essai : Mélange de solution aqueuse de sérum humain (0,45 mL) et de 10 pL
de solution d’extraits végétaux (huile essentielle de Rosmarinus officinalis ou macérat huileux
d’Allium sativum) a différentes concentrations : 4, 2, 1 et 0,5 pg/mL pour ’ail, et 16, 8, 4 et 2,5

ug/mL pour le romarin.

»  Controle négatif (solution témoin test) : 0,45 mL de solution aqueuse de sérum humain

mélangée avec de I’eau distillée, sans extrait.

»  Controle de produit : Eau distillée additionnée de 10 pL d’extraits végétaux a

différentes concentrations, sans sérum.

»  Solution standard (contréle positif) : Mélange de 0,45 mL de sérum humain et de 10

uL de solution d’indométhacine a des concentrations croissantes (225, 125, 62,5 ng/mL).

Le test a été réalisé dans une plaque a 96 puits en triplicata pour chaque condition. Les
¢chantillons ont été¢ incubés a 37 °C pendant 20 minutes, puis la température a été augmentée
progressivement jusqu’a 57 °C pendant 3 minutes. Aprés cette phase thermique, les
¢chantillons ont été laissés a température ambiante pour refroidissement. Puits une lecture par
spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 252 nm (Figure 2.8), et le pourcentage d'inhibition

de la dénaturation des protéines été calculée comme suit

(DO delasolution d'essai — DO de controles des produits)
DO de test controle

Pourcentage d’inhibition =[100 — 1x 100
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EVALUATION DE Lactivité anti iflamatoire
sur plague de 96puits

c HR C AIL C HR+ EA

I__I'I____

S+é PLICATION DES

DIFFERENTE
CONSENTRATION.

——

Lindométacire— =

L
hr (4) contol t (-) e /
cp ail =
CpPHR————————— _
+ EA =
=]

L Lecture par spectrométre

Figure 2.7: Approche technique appliqué a I’évaluation de 1’activité anti inflammatoire

CHR : concentration de I’huile essentielle de romarin ;C EA : concentration du macérat d’ail ,control t(-) :témoin négatif

I133. L’activité antioxydant

L’activité antioxydant d’huiles testeés ont ét¢ analysées en utilisant le test du DPPH. Cette méthode permet
d’évaluer la capacité des extraits a neutraliser les radicaux libres et a agir comme donneurs d’électrons, jouant

ainsi un role clé dans I’action antioxydant (Ebrahimzadeh et al., 2008).

Une série de quatre dilutions successives (au 1/2) des huiles a été réalisée a partir
d’une solution mére a 4 ul./met16 pL/m dans le méthanol. Chaque concentration a été testée
en triplicat, avec 1’ajout de 100 uL de DPPH (100 pg/mL dans le méthanol) dans chaque puits

d’une plaque de microtitration a 96 puits.

Un controle négatif a été réalisé en utilisant 100 puL de solution de DPPH, tandis qu’un
contrdle positifa été établi avec une solution d’un antioxydant standard, 1’acide ascorbique (1
mg/mL). La réaction a été incubée a I’obscurité pendant 20 minutes, puis 1’absorbance a été

mesurée a2 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre (Figure 2.3.6) (Otohinoyi et al., 2014 )

Le pourcentage d’inhibition du DPPH a été calculé selon 1’équation suivante :

(Abs controle négatif — Abs huile)
Abs controle négatif

%Activité antiradicalaire =| x 100
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Figure 2.8: Approche technique pour 1’étude de I’activité antioxydant
R : I’huile essentielle de romarin ;A : maceration de I’ail ;A+R : I’huile essentielle de romarin ,A : la maceration de 1’ail ;C+ : contol positive

c- : control negative ;Vc: vitamin ¢

I134. Activité anti-apoptotique et anti-nécrotique :

L’effet de la combinaison des extraits végétaux étudiés (Allium sativum et Rosmarinus
officinalis) sur les cellules sanguines a été¢ évalué par la technique de coloration May-Griinwald-
Giemsa (MGG), selon le protocole de Taatjes et al. (2008). Cette méthode repose sur I'utilisation de
deux colorants neutres permettant une visualisation fine et différenciée des structures cellulaires,
notamment les noyaux, le cytoplasme, ainsi que les altérations morphologiques associées a la mort
cellulaire.

L’étude a été réalisée chez quatre patientes : deux atteintes de cancer du sang et deux témoins saines.
Comme illustré dans la figure 2.10, un prélévement de sang total anticoagulé (EDTA ou héparine) a
été effectué pour chaque patiente. Le sang a ensuite €té incubé a 37 °C pendant 1 a 3 heures avec des
concentrations croissantes de la combinaison des extraits végétaux (50 et 100 pg/mL).

Apres incubation, des frottis sanguins ont été préparés, fixés au méthanol, puis colorés
successivement avec la solution de May-Griinwald pendant 5 minutes, suivie d’une coloration au
Giemsa dilué (1:5) pendant 10 a 15 minutes (voir Annexe F).

L’observation microscopique a permis d’analyser les effets différentiels entre les échantillons
cancéreux et les témoins sains, en se basant sur la morphologie :

des globules rouges : recherche de déformation membranaire et d’hémolyse ;

des globules blancs : détection de signes d’apoptose (condensation nucléaire, fragmentation) et de

vacuolisation cytoplasmique ;
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des plaquettes : présence d’agrégats plaquettaires anormaux.

La coloration May-Griinwald-Giemsa permet une visualisation précise de I’apoptose grace a la mise
en ¢évidence de plusieurs marqueurs morphologiques caractéristiques. Les cellules apoptotiques
présentent une condensation de la chromatine, une réduction du volume cellulaire, une
fragmentation nucléaire ainsi que la formation de corps apoptotiques. Ces modifications sont
particulierement visibles au microscope optique a fort grossissement (X100 a immersion), ou les
noyaux apparaissent intensément basophiles, rétractés et parfois fragmentés. Ces critéres permettent
de distinguer les cellules apoptotiques des cellules intactes ou nécrotiques, facilitant ainsi

I’évaluation comparative de l'effet protecteur des extraits testés.

patients =2ins patients canceraux

I\. ]
l I l l = |—»élhanol
51 c1 ©2

52 ;
huile

e Te

*» ®» b *» ® » b

£au
phsiologie

f"“*
dillution des huiles

) N :
coloration % > 1*
MGG C: opservation microscopigues "--..,:"

Figure 2.9 : Procédure technique de la méthode de coloration May-Griinwald-Giemsa
I13.5. Activité mutagéne :

Pour évaluer 1’éffet mutagéne des extraits étudies (huile essentielle de Rosmarinus officinalis et
macérat d’Allium sativum , un test d’Ames a été réalisé selon la méthode cité par Ames et al 1982.

Comme a été décrit sur la figure (2 .11)
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Cette methode repose sur le principe du changement phénotypique des souches mutantes de Salmonella
typhimurium incapables de synthétiser I’histidine (TA98, TA100, TA1535, TA1537), avec et sans
activation métabolique simulée par I’ajout d’un mélange enzymatique S9 provenant de foie de rat

induit.

Experimental Tube Control Tube
— Ty, , — _—_[
e

Suspected Rat Liver S9 Extract

mutagen
Salmonella strain

containing histidine

Auxotrophs (_/

1 Media with [
“ Minimal T

Histidine
Incubate for 48
| hours at 37°C

Large number of Induced

revertants (his™ to his+ ) indicates Spontaneocus Revertants

Figure 2.10 : Approche technique du test d’Ames (Ames ef al., 1975b; Levin et
al., 1982)

Le nombre de colonies révertants (His+) a été compté et comparé aux témoins négatifs
(solvant seul) et positifs (mutagenes connus) pour déterminer la capacité mutagene des extraits. Ce
protocole permet une évaluation rapide, sensible et économique du potentiel mutagéne des
substances naturelles telles que I’huile essentielle de romarin et le macérat d’ail, en tenant compte

de leur possible.

I13.6. :Evaluation in silico du potentiel pharmacologique des composés actifs d’Allium sativum et

Rosmarinus officinalis

Dans le cadre de cette étude, une approche in silico a été utilisée pour évaluer les propriétés
pharmacocinétiques des principales molécules bioactives identifiées dans Allium sativum et
Rosmarinus officinalis. Cette évaluation a été réalisée a 1’aide de 1’outii ADMETIlab 3.0 et
SwissADME, permettant une prédiction fiable des propriétés ADMET (Absorption, Distribution,

Métabolisme, Excrétion et Toxicité) ainsi que le ciblage moléculaire.

Les composés sélectionnés ont été identifiés a partir bases de données spécialisées PubChem.
Les structures chimiques des molécules ont été obtenues aux formats .sdf ou .mol et converties en

format SMILES pour l'analyse (tableau 2.3).
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Tableau 2.3 : Molécules bioactives identifiées dans A//ium sativum et Rosmarinus officinalis.

SMILES Composé probable Origine
C=CCSSCC=C Diallyl disulfide (DADS) Ail
C=CCSS(=0)CC=C Diallyl sulfoxide All
C=CCSC[C@@H](C(=O0)O)N S-allyl cystéine All
C1=CC=C(C=C1)COC(=0)C2=CC=CC=C2 | Acétate de bornyle ou ester aromatique | Romarin
CCl(C2CCC(C2)C1=C)C Bornéol dérivé / campheéne Romarin
CCl(C2CCCI(C(=0)C2)O)C Camphre ou dérivé Romarin
CC1=CCC(CC1H)C(=C)C 1,8-cinéole ou analogue Romarin

La démarche expérimentale globale est illustrée dans I’organigramme ci-dessous

Extraction des huiles

«Allium sativum L par Maceration

s nhmﬂﬁ@a&wh&oﬁtﬁm

*(Caractéres organcleptiques

_ Caractérisation physicochimique

+Analyze Physico-Chimiques par Chromatographis en

phase Gazeuse couplée a la spectrometrie de masse (C-MS)

Activités biologiques
* Antimicrobiennie inflammatoire
=Anti oxydante

=Antl mutagénique

*Anti apoptotique /| Anti nécrotique

Evaluation in silico du potentiel
pharmacologique des composés actifs
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IIL1. Rendement des huiles :

Rosmarinus officinalis a permis d’obtenir un rendement de 0,637 % (v/p). Celui-ci est

relativement modeste mais reste dans 1’intervalle attendu pour cette espéce. des rendements plus élevés
ont été rapportés par El-Demerdash et al. (3,2 %), Rezouki et al. (1,25 %) et plus faibles par Al Zuhairi
et al.2020 (0,98 %) Ces variations soulignent I’importance de ces paramétres dans I’optimisation de
I’extraction des huiles essentielles. Notre rendement, bien qu’inférieur a certains rapports, peut
s’expliquer par les conditions pédoclimatiques locales, la méthode de séchage, ou encore la durée de
distillation appliquée.
Le rendement obtenu pour le macérat huileux d’Allium sativum dans est de 211,9 %, le rendement
calculé prend en compte a la fois la masse initiale de ’huile végétale et les composés extraits, ce qui
peut conduire a des valeurs supérieures a 100%, comme cela a été rapporté dans plusieurs études
récentes (Njoya et al., 2021 ; Benkeblia,2020)., ce rendement est nettement supérieur au rendement de
9,4 % observé pour I’extrait aqueux du bulbe d’ail (Sabo er al 2024). Cette différence importante
s’explique par la nature méme des procédés d’extraction utilisés. le macérat huileux ne retire pas
seulement les composés solubles dans 1’eau, mais enrichit également I’huile de base en principes actifs
liposolubles extraits de 1’ail.

IL2. Caractérisation Physico-chimique des extraits végétaux étudiés
Les caractéristiques organoleptiques obtenues sont confortnte on normes

presenté par Normes (AFNOR,2000 comme present¢ sur le tablau 3.1 :

Tableau  3.1: Caractéristiques  organoleptiques  des  extraits  végétaux  de
Rosmarinus officinalis et du macérat d’Allium sativum selon les normes AFNOR (2000)

Caractéristiques Les huiles Normes (AFNOR,2000)
organoleptiques testés
Aspect Liquide, Liquide, mobile Limpide
mobile
Rosmarinus Couleur Jaune pale Presque  incolore & Jaune pale
officinalis
Caractéristiques Fraiche Caractéristique fraiche plus  ou
camphrée moinscamphrée de 1’origine
Aspect Liquide clair Liquide clair a 1égerement trouble, sans
particules en suspension.
Macérat
d’A.llium Couleur Jaune palea Jaune pale a doré, dépendant
sativum doré de type d'huile de base utilisée.
Caractéristiques Odeur Odeur piquante, typique et persistante de
piquante I’ail
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IL3. Caractérisation chimique :

La chromatographie en phase gazeuse (GC) permet de séparer les composés volatils de
I’huile essentielle selon leur temps de rétention (RT), qui correspond a la durée nécessaire a chaque
molécule pour traverser la colonne chromatographique (figure 3.1). La spectrométrie de masse (MS)
assure ensuite 1’identification de ces composés en analysant leur spectre de fragmentation, lequel est

comparé a une base de données de référence (bibliothéque spectrale) afin de déterminer leur nature

chimique.
A b dance
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Figure 3.1:les composés majeurs dans I'huile essentielle de romarin

L’analyse GC-MS met en évidence la présence majoritaire du camphre (30,69 %), composé
caractéristique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis. Ce monoterpene confére une odeur
fraiche et camphrée et est fortement lié aux propriétés médicinales de 1’huile. On note également des
teneurs significatives en a-pinéne (10,48 %) et en camphéne (8,48 %), deux monoterpenes
fréquemment rencontrés dans les huiles essentielles, jouant un rdle a la fois dans le profil aromatique

et les activités biologiques(Tableau 3.2)
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Tableau 3.2: les composés majeurs et leurs proportions dans I'huile essentielle de romarin

RT Composé principal Pourcentage Qualité Description chimique / notes

(min) (%) (%)

15.927  o-Pinéne 10.48 95 Monoterpéne bicyclique, trés commun
en huiles essentielles

16.939  Campheéne 8.48 97 Monoterpéne bicyclique, contributeur
d'ardbme camphré

31.966  Camphre (Camphor) 30.69 95 Cétones bicycliques, responsable de
I'odeur caractéristique du romarin

23.152  Limongne 6.43 50 Monoterpene cyclique, odeur d'agrumes

33.398 | Bornéol (Borneol) 3.93 94 Alcool bicyclique, odeur balsamique

22.742 | o-Cymene 1.42 94 Monoterpéne aromatique

18.949  B-Pinéne 0.60 93 Isomeére de I'a-pinene

Divers  o-Terpinéne, y- Faible (<1%) Varie Divers monoterpénes et composés

Terpinéne, Ociméne, volatils

etc.

Le limonene (6,43 %) apporte une note citronnée, tandis que le bornéol (3,93 %)
enrichit le profil avec une nuance balsamique et posséde lui aussi des effets bioactifs
reconnus. Les autres composés présents en plus faibles proportions contribuent a la
complexité olfactive et peuvent agir en synergie pour renforcer les propriétés thérapeutiques
globales de I’huile.

D’apres les travaux de Khosravi, Pourmoslemi et Moradkhani (2024), 1’efficacité
antimicrobienne de 1’ail (Allium sativum) est principalement attribuée a la richesse en
composés organo-sulfurés, en particulier 1’allicine (CsH100S: ; masse molaire : 162,27
g/mol), qui peut représenter jusqu’a 60 a 80 % des composés soufrés volatils totaux de
I’extrait frais. Elle est formée par la transformation enzymatique de 1’alliine sous 1’action
de D’alliinase apres la rupture des cellules de 1’ail. Ce composé hautement réactif est
reconnu pour sa capacité a perturber 1’intégrité des membranes bactériennes, inhiber des
enzymes essentielles et induire un stress oxydatif intracellulaire.

Par ailleurs, des composés tels que le 1,8-cinéole (CioH1s0) et le camphre (CioH1s0), bien
que principalement associés au romarin, peuvent également étre détectés en traces (<1 %)
dans certains macérats mixtes ou extraits volatils de I’ail, selon les conditions d’extraction,

et contribuer a l'effet synergique antimicrobien observé.
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I11.4. Activités biologiques

III .4.1.Activité antimicrobienne :

L’évaluation de I’activité inhibitrice a été réalisée selon la méthode de diffusion en milieu
gélosé a 1’aide de puits. Les diametres des zones d’inhibition ont été mesurés et sont
présentés dans le Tableau 3.3.

Tableau3.3.: Zones d'inhibition(en millimétres) des extraits végétaux de Rosmarinus officinalis et du

m acérat d’A/lium sativum sur différents microorganismes

Souches Macératd’Allium  HERosmarinusofficinalis MA + HR ATB
sativum

Staphylococcus  +8mm(R) 17mm £Imm (S) Imm+8mm(S) 1mm+32mm(S

aureus )

Pseudomonas +8mm(R) 10mm=1mm (S) Imm+7mm(R) Imm+22mm

auruginosa

Klebsiella (R) (R) (R)

pneumoniae Carbapénémase
+

Echerichia coli ~ O(mm) @ (mm) @(mm)

Enterococcus Q(mm) O (mm) I

faecalis

Aspergillus sp 22+ Imm

MA : Macérat d’Allium sativum HR :huile essentiel Rosmarinusofficinalis

HE : huile essentielle R : Résistante S :sensible
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Les résultats de 1’activité antimicrobienne , présentés dans le tableau 3.3, indiquent que
I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis, testée a une concentration de 0,6 %, posséde une
activité antibactérienne notable, avec une zone d’inhibition de 17 mm contre Staphylococcus aureus
et 10 mm contre Pseudomonas aeruginosa. En comparaison, le macérat d’Allium sativum utilisé a
0,01 % a montré une activité plus faible, avec une inhibition inférieure a 8 mm, seuil interprété

comme une résistance (R) pour ces deux souches.

Concernant D’activité¢ antifongique, Aspergillus sp s’est révélé sensible a I’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis, avec une zone d’inhibition mesurée a 22 + 1 mm. Ce résultat met en évidence
un fort pouvoir fongicide de cette huile essentielle, qui pourrait étre attribué a la présence de composés
bioactifs tels que le 1,8-cinéole, le camphre et le bornéol, connus pour perturber la perméabilité

membranaire des champignons filamenteux (Nazzaro et al., 2013).

La combinaison des deux extraits (0,6 % romarin + 0,01 % ail) a révélé une activité modérée, avec une
zone d’inhibition de 8 mm contre S. aureus et 7 mm contre P. aeruginosa. Ces valeurs suggerent un
effet synergique limité dans nos conditions expérimentales, bien qu’une légeére amélioration soit
observée par rapport a 1’ail seul.

En revanche, Klebsiella pneumoniae est demeurée résistante a tous les extraits testés, ce qui corrobore
les données de la littérature soulignant la difficulté d’inhiber cette bactérie par des extraits végétaux

seuls, en particulier aux faibles concentrations.

A titre de comparaison, des huiles essentielles concurrentes telles que celles de Thymus vulgaris ou
Origanum vulgare ont montré des zones d’inhibition plus larges contre S. aureus, atteignant 20 a 25
mm dans des études antérieures (Benhalima ez al., 2023 ; Abed et al., 2022), et des activités modérées
a fortes contre P. aeruginosa selon la concentration utilisée. Ces données mettent en évidence une
variabilité inter-especes végétales, influencée a la fois par la composition chimique et la concentration
testée.Ces résultats confirment le potentiel prometteur de ’huile essentielle de romarin a 0,6 % et la
valeur complémentaire de son association avec 1’ail, tout en soulignant les limites actuelles par rapport

a des extraits végétaux plus puissants(Figure 3.2)
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Figure 3.2:résultats de I’activité antibactérienne des extraits végétaux de Rosmarinus
officinalis et du macérat d’Allium sativum

A :Staphylococcus aureus B :Enterococcus.faecalis  C : Aspergillus niger

HR:huile de romarin seul  A:macérat d’ail seul A+R:la combinaison de deux extraits

Ces observations sont globalement cohérentes avec celles rapportées par Fernandezet al. (2023) qui
ont mis en évidence une synergie significative entre 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis et
I’extrait d’ail, augmentant les zones d’inhibition contre les mémes souches bactériennes, notamment
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Toute fois, Staphylococcus aureus fait partie
intégrante de la flore de la peau et des muqueuses, et en raison de cette colonisation stable, I’effet
antimicrobien contre S. aureus doit étre particulierement puissant pour limiter sa prolifération. C’est
pourquoi I’observation d’un effet synergique fort entre les deux extraits est particulierement
intéressante, car cette synergie potentialise 1’activité antibactérienne, renforgant ainsi ’efficacité
contre cette bactérie souvent impliquée dans les infections cutanées. Les résultats des tests
d’association réalisés par la méthode de I’échiquier (checkerboard) et calculés selon 1’indice de

concentration inhibitrice fractionnaire (FICI), consignés dans le Tableau( 3.4), montrent que

-32-



Plusieurs combinaisons des extraits testés présentent un effet synergique (FICI < 0,5), notamment a
faibles concentrations, comme 1’association de 4 pL/mL d’ail et 1 pL/mL de romarin, pour laquelle
un FICI total de 0,5 a été enregistré. Cette tendance confirme que la réduction des concentrations
individuelles peut, dans certains cas, renforcer 1’efficacité inhibitrice globale, ce qui traduit une
synergie antimicrobienne.

Par ailleurs, 1’action combinée des extraits végétaux induit une réduction significative de la
production d’exopolysaccharides (EPS), composants majeurs de la matrice extracellulaire du
biofilm. Cela se manifeste par des colonies bactériennes moins denses et des morphologies altérées
sur milieu solide. Ces résultats mettent en évidence le potentiel thérapeutique prometteur de la
combinaison d’extraits d’ail et de romarin pour lutter contre les infections bactériennes, en
particulier celles impliquant des biofilms résistants.

Tableau3.4: Indice de concentration inhibitrice fractionnée (FICI) des combinaisons
d’extraits de Rosmarinus officinalis et d 'Allium sativum

CONCENTRATION FICI Interprétation
MA HR (uL/m FICI FICI FICI
(nL/mL) Ail Romarin total
16 4 1.0 1.0 2.0 Indifférence
16 2 1.0 0.5 1.5 Indifférence
16 1 1.0 0.25 1.25 Indifférence
16 0.5 1.0 0.125 1.125 Indifférence
8 4 0.5 1.0 1.5 Indifférence
8 2 0.5 0.5 1.0 Additif
8 1 0.5 0.25 0.75 Additif
8 0.5 0.5 0.125 0.625 Additif
4 4 0.25 1.0 1.25 Indifférence
4 2 0.25 0.5 0.75 Additif
4 1 0.25 0.25 0.5 Synergie
4 0.5 0.25 0.125 0.375 Synergie
2 4 0.125 1.0 1.125 Indifférence
2 2 0.125 0.5 0.625 Additif
2 1 0.125 0.25 0.375 Synergie
2 0.5 0.125 0.125 0.25 Synergie
HR :huile essenticlle de romarin FIC: Fractional

Inhibitory Concentrations
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Les interprétations du FICI sont les suivantes :
- FIC<0.5:Synergie
- 0.5<FIC < 1:Additif
- I<FIC< 4:Indifférence
- FIC> 4:Antagonisme

Staphylococcus aureus

polyimiarobierme

Fsendomonas aeruginosa

Figure3.3: résultats de test rouge congo

Cette diminution partielle de la production d’EPS, particuliecrement marquée pour
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli (tableau3.6) et (figure3.5), témoigne d’un
affaiblissement de la virulence bactérienne sans suppression totale, ce qui est cohérent avec
la résistance accrue des biofilms polymicrobiens (Granton et al., 2024 ; Petrova & Sauer,
2017).

L’ajout de la bactérie Klebsiella pneumoniae, qui est une bacille Gram négatif souvent
impliqué dans des infections nosocomiales difficiles a traiter, en raison de mécanismes
multiples de résistance, notamment via des plasmides conjugués, des enzymes dégradant
les P-lactamines et carbapénémes, ainsi que des stratégies de persistance métabolique
(dormance) qui limitent I’efficacité des traitements classique renforce la complexité de la

flore polymicrobienne étudiée (Shadkami et al., 2023 ; Vuotto et al., 2017).
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Tableau 3.5. : Evaluation qualitative de la capacité de formation de biofilm par

Staphylococcus aureus et un consortium poly microbien

Staphylococcus aureus Poly microbienne
Témoin 1 2 3 4 Témoin 1 2 3
- - + - - + + + +

(1) : formation de biofilm visible 5 (-):absence de formation de biofilm

(A) (B)

Figure 3.4 Les résultats du potentielle de formation des biofilms microbien
A: Staphylococcus aureus B:polymicrobienn
Les résultats obtenus sur DI’inhibition des biofilms et la réduction des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la synergie de combinaison de deux extraits
un écho direct dans les observations microscopiques réalisées sur les souchesbactériennes et

fongiques testées.

En effet, la coloration de Gram a révélé des altérations morphologiques
significatives, (figure3.5) notamment une décoloration marquée et une diminution de la
densité cellulaire chez Staphylococcus aureus lorsque les extraits étaient utilisés en
association, ce qui corrobore la forte activité antimicrobienne synergique observée in vitro

(FICI<0,5).
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C:Staphylococcus aureus GX100

D: polymicrobienne GX100

Figure 3.5 : Résultats microscopiques de coloration de gram
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Par ailleurs, I’effet antifongique observé sur Aspergillus sp., avec une fragmentation
et une décoloration marquée des hyphes sous 1’action combinée des extraits, illustre la portée
¢largie de

111. 4.2. Activités Anti-inflammatoire

Figure 3.6: Effet de I’extrait et I’indométhacine sur I’inhibition de la dénaturation des
protéines

Le tableau 3.6 présente les résultats de 1’activité anti-inflammatoire des extraits végétaux
testés en comparaison avec l’indométhacine, un anti-inflammatoire non stéroidien de
référence. Cette évaluation repose sur le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des
protéines, un marqueur reconnu de 1’activité anti-inflammatoire.

Tableau 3.6. : Résultats de I’activité anti-Inflammatoire

DO %o Inhibition
0.345 5
Les extraits 0.245 70
0.227 95
0.195 95
0.252 31,5
Pindométhacine 0.251 33,48
0.202 40,9

Le tableau 3.6 présente les résultats obtenus lors de I’évaluation de 1’activité antiinflammatoire
Des extraits testés, comparés a I’indométhacine utilisée comme anti-inflammatoire de référence.
Les valeurs de densité optique (DO) ainsi que les pourcentages d’inhibition correspondants y
sont reportés, permettant d’apprécier I’efficacité relative des extraits a différentes

concentrations.

L’analyse de I’effet synergique des deux huiles testées sur la dénaturation des protéines
sérique a révélé un effet anti-inflammatoire synergique marqué de la combinaison des extraits
végétaux, avec une inhibition dose-dépendante de la dénaturation des protéines sériques
humaines, dépassant parfois 1’efficacité d’un anti-inflammatoire de référence,
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Figure 3.6.:Effet de I’extrait et I’'indométhacine sur I’inhibition de la dénaturation des
protéines

Ces données sont également en accord avec les résultats d’autres huiles essentielles de la

amille des Lamiacées, comme Salvia officinalis, qui présente une forte activité anti-inflammatoire
in vitro via la méme démarche technique. Cette activité est attribuée a la complémentarité des
composés bioactifs, notamment les phénols et flavonoides du romarin et les composés soufrés de
I’ail, qui agissent sur plusieurs voies inflammatoires clés telles que NF-xB, COX-2 et TNF- a, Ces
résultats concordent avec ceux rapportés par Merizigua Hibat-Ellah 2024 qui souligne I’activité
anti- inflammatoire du romarin via I’inhibition de médiateurs pro-inflammatoires comme TNF-a
et IL- 1B1. De méme des études récentes tel que Deffaf et al, 2023 souligne la richesse en
composés soufrés de 1’ail, confirme son rdéle majeur dans la modulation de la réponse

inflammatoire.

I1I. 4.3. Activité antioxydante :
L’analyse des courbes d’inhibition du radical DPPH met en évidence une nette supériorité

de I’activité antiradicalaire des extraits végétaux combinés par rapport a la vitamine C, référence
antioxydante. A la concentration la plus élevée (C4), le taux d’inhibition atteint environ 23.33 %
pour les extraits, contre seulement 13.33% pour ’acide ascorbique, ce qui confirme la capacité

renforcée du mélange végétal a neutraliser les radicaux libres.
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Activité Antiradicalaire en %
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Figure 3.7 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la densité optique des
extraits, DPPH et acide ascorbique

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits combinés de Rosmarinus officinalis et Allium
sativum par le test de piégeage du radical DPPH (Figure 3.7) a révélé une supériorité notable par rapport
a la vitamine C, utilisée comme référence. A la concentration la plus élevée testée (C4), le pourcentage
d’inhibition des radicaux libres atteint environ 25 % pour le mélange d’extraits, contre seulement 15 %
pour I’acide ascorbique, indiquant une capacité renforcée du mélange a neutraliser les radicaux libres.
L’ajustement linéaire des données (Figure 3.5) a permis de calculer les valeurs d’IC50, correspondant a
la concentration nécessaire pour inhiber 50 % du radical DPPH : I’'IC50 des extraits végétaux combinés
est d’environ 876,7 ng/mL, tandis que celui de la vitamine C est plus élevé, a 1 163,1 pg/mL. Un IC50
plus faible traduit une meilleure efficacité antioxydante, ce qui signifie que le mélange d’extraits est

environ 33 % plus puissant que la vitamine C dans ce mod¢le.

0,3
0,25 y=0,057x-0,028
0,2
y=0,043x- 0,055
> 5
0,15 RZ2=0,918
0,1
0,05
e} 1
(5}
0,05

Figure3.8: Courbe représent¢ le taux d’inhibition I% en fonction

dela concentration des extraits et Vitamine C
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Ce résultat significatif corrobore I"’hypothése d’un effet synergique entre les composés phénoliques
du romarin et les composés soufrés de 1’ail, dont les mécanismes d’action complémentaires incluent la
neutralisation directe des radicaux libres, la régénération des systémes antioxydants endogenes (tels que le
glutathion et la superoxyde dismutase) et 1’inhibition des voies pro-oxydantes, conformément aux travaux
de Zhang et al. (2021) et Viuda-Martos et al. (2010). La relation dose-réponse clairement observée confirme
¢galement que I’intensité de I’activité antioxydante dépend directement de la concentration en composés

bioactifs, en accord avec les observations de Kaur et al. (2016).

I1I. 4.4. Activité anti-apoptotique et anti-nécrotique :

L’¢évaluation combinée des extraits d’Allium sativum (macérat huileux) et de Rosmarinus
officinalis (huile essentielle) a mis en évidence une synergie intéressante entre leurs propriétés

protectrices et leurs potentiels anticancéreux. (annexes F)

\ (A) ji”'_en:‘

Figure 3.9: Observation microscopique de frottie sanguin par coloration May-Griinwald-Giemsa

A:patients sains B:patients cancéreux

L’analyse morphologique des cellules sanguines humaines, tant saines que cancéreuses, apres
exposition a ces extraits (figure 3.10) n’a révélé ni apoptose ni nécrose, témoignant d’un effet
cytoprotecteur notable, particulierement marqué sur les globules blancs et les plaquettes. Cette activité
anti-apoptotique pourrait contribuer a préserver les cellules immunitaires saines lors de traitements
agressifs.Cette activité anti-apoptotique pourrait jouer un rdle protecteur en préservant les cellules
immunitaires saines lors de traitements agressifs tels que la chimiothérapie. En limitant la mort
cellulaire programmée (apoptose) induite par ces agents, certains extraits végétaux contribueraient a
réduire les effets secondaires immunosuppresseurs, améliorant ainsi la tolérance au traitement tout en

maintenant la réponse immunitaire de 1’organisme.
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Selon El Beyrouthy et a/., 2021 L’évaluation combinée des extraits d’Allium sativum (macérat
huileux) et de Rosmarinus officinalis (huile essentielle) met en évidence une synergie intéressante
entre leurs propriétés protectrices et leurs potentiels anticancéreux. L’analyse morphologique des

cellules sanguines humaines, saines et cancéreuses (figure 3.9), aprés exposition a ces extraits, révele

une absence d’apoptose et de nécrose, traduisant un effet cytoprotecteur notable, en particulier sur
les globules blancs et les plaquettes . Cette activité anti-apoptotique pourrait étre bénéfique pour
préserver les cellules immunitaires saines lors de traitements agressifs. A I’inverse, des études
antérieures menées sur la lignée cellulaire cancéreuse HCT116 ont montré que I’huile essentielle de
romarin (REO), notamment lorsqu’elle est associée a la 5-fluorouracile (5-FU), exerce une
cytotoxicité accrue, avec une diminution dose-dépendante de la viabilité cellulaire, suggérant une
potentialisation pro- apoptotique par synergie entre les composés majeurs tels que le linalool et le
1,8-cinéole Ainsi, la combinaison ail-romarin se distingue par une dualité fonctionnelle : protectrice
sur les cellules saines tout en étant potentiellement cytotoxique sur les cellules tumorales, sans
mutagénicité apparente, ce qui suggere une piste prometteuse pour des applications

biopharmaceutiques intégratives.

I1I. 4 .5. Activité mutagéne

L’évaluation de la mutagénicité des extraits de Rosmarinus officinalis (huile essentielle)
et Allium sativum (macérat) a été réalisée a 1’aide du test d’Ames sur plusieurs souches

de Salmonella typhimurium (TA98, TA100, TA1535, TA1537).

Témoin négative (sans le foie) Témoin positif (avec foie)

Figure 3.10:Les résultats du test d'Ames
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Les résultats ne montrent qu’aucun des extraits, a la concentration de 0,2 %, n’a induit d’augmentation
significative du nombre de colonies révertants (His*) par rapport aux témoins négatifs, que le systéme
d’activation métabolique S9 soit présent ou non. Cette absence d’activité mutageéne suggere que ni les
composés initiaux des extraits ni leurs métabolites issus de la biotransformation hépatique ne

provoquent de mutations détectables in vitro (figure 3.10 ) dans les conditions expérimentales utilisées.

Ces constatations corroborent les résultats antérieurs rapportés dans la littérature, y compris
les recherches de Mortelmans et Zeiger (2000) ainsi que Rautio et al. (2020). Ces derniers mettent
en évidence que malgré 'activité biologique significative des composés phénoliques du romarin et des
dérivés soufrés stables de l'ail, ils ne semblent pas posséder un potentiel mutagéne aux doses

thérapeutiques couramment utilisées.
IV. Analyse pharmacocinétique :

L'évaluation de I'absorption intestinale (HIA) et de la traversée de la barriere hémato-
encéphalique (BBB) des composés bioactifs majeurs tirés des huiles essentielles d'Allium sativum et de
Rosmarinus officinalis a été réalisée grace a 'analyse pharmacocinétique in silico, représentée par le
diagramme « boiled-egg » (figure 3.11). Selon le (tableau 3.7), des molécules comme la disulfure de
diallyle (DADS) issu de l'ail, le camphre et le 1,8-cinéole trouvé dans le romarin sont principalement
situés dans la zone jaune du diagramme. Cela indique une bonne capacité a traverser la barriére hémato-
encéphalique (BBB+) et une absorption intestinale favorable (HIA+).Ces composés ont un coefficient
de lipophilie (WLOGP) situé entre 2,5 et 3, et une surface polaire (TPSA) qui est inférieure a 40 A2, ce
qui constitue des conditions idéales pour une biodisponibilité €levée. De plus, ils ne servent pas de
substrats pour la glycoprotéine P, ce qui contribue a leur conservation a l'intérieur des cellules.
Cependant, la S-allyl cystéine, qui est plus polaire (TPSA > 90 A?) et située en dehors des zones
propices du diagramme, montre une perméabilité intestinale et cérébrale relativement faible, ce qui

entrave son potentiel pharmacocinétique. (annexe G)
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Tableau 3.7: Molécules bioactives issues des huiles essentielles de d’Allium sativum

Rosmarinus officinalis codées en format SMILES

SMILES Composé probable Origine = Position dans le diagramme
C=CCSSccC=C Diallyl disulfide Ail Dans la zone jaune (BBB), WLOGP ~ 2.5-
(DADS) 3, TPSA < 40 — Bonne
pénétration BBB et HIA
C=CCSS(=0)CC=C Diallyl sulfoxide Ail Dans la zone blanche (HIA), WLOGP
~ 2.5, TPSA ~ 45-50 — Bonne HIA,
pas BBB
C=CCSC[C@@H](C(=0)O)N S-allyl cystéine Ail En dehors de toutes les zones, TPSA

> 90, WLOGP ~ 0.2 — Faible
perméabilité, ni BBB ni HIA

C1=CC=C(C=C1)COC(=0)C2=CC=CC=C2 Acétate de bornyle Romarin = Dans HIA, proche de la limite BBB
ou ester — bonne absorption probable
aromatique

CCl(C2CCC(C2)C1=0C)C Bornéol dérivé / Romarin = Dans la zone jaune — Bonne
camphene pénétration BBB et HIA

CC1(C2CCCI1(C(=0)C2)O)C Camphre ou dérivé Romarin = Zone BBB — Bonne perméabilité

cérébrale et intestinale

CC1=CCC(CC1)C(=C)C 1,8-cinéole ou = Romarin = Zone BBB— Favorable a la diffusion
analogue cérébrale

Actions

o0

] Show Molecules Name

Figure 3.11: Diagramme Bioavailability Radar (WLOGP vs TPSA)
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Selon Daina, Michielin et Zoete (2017) et Lipinski, les études pharmacocinétiques in silico révelent que
les molécules lipophiles a faible surface polaire totale (TPSA), issues des extraits végétaux d’ail et de
romarin, présentent des propriétés favorables a une absorption intestinale optimale ainsi qu’a une
traversée efficace de la barriere hémato-encéphalique. Ces caractéristiques soutiennent leur potentiel
thérapeutique, notamment dans des applications ciblant le systéme nerveux central. En revanche, des
composés plus polaires, tels que la S-allyl cystéine (dans 1’ail) ou l’acétate de bornyle (un ester
aromatique du romarin), présentent une perméabilité limitée et donc une biodisponibilité réduite. Cette
observation souligne la nécessit¢é d’optimiser la conception des composés hydrophiles, dont la
biodisponibilité reste un défi fréquent, notamment pour les flavonoides, en raison de leur faible solubilité,
de leur structure chimique complexe et de leur métabolisme rapide. L'encapsulation représente, a ce titre,
une stratégie prometteuse pour améliorer la pharmacocinétique de ces composés végétaux (Patel &

Goyal, 2011).

I1V.2 Prédiction des cibles moléculaires des molécules bioactives extraite d’ Allium sativum

L’analyse prédictive des cibles moléculaires (figure 3.12) révele que ces composés interagissent
majoritairement avec les récepteurs couplés aux protéines G de la famille A (39,1 % pour I’allicine,

24 % pour le DADS, 13,3 % pour le DATS).

D’autres cibles incluent des enzymes oxydoréductrices .

Les canaux ioniques et diverses protéines intracellulaires, illustrant un profil pharmacologique
diversifié. La prépondérance des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) en tant que cibles
principales, comme illustré dans la (figure 3,12) indique un potentiel réle modulateur de l'ail sur les
réponses immunitaires et neuronales. Cela pourrait expliquer les divers effets observés in vitro de
l'ail,tels que ses propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et antimicrobiennes. La diversité de
interactions de ce profil justifie la pertinence de l'ail en tant que candidat thérapeutique naturel, en

particulier pour réguler I'immunité et protéger les cellules.
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Figure 3.12. : Cibles moléculaires des molécules bioactives extraite d’Allium sativum par
Swiss Target Prediction

A : Allicine ; B : Diallyl disulfide (DADS); C: Diallyl trisulfide (DATS

IV.3. Prédiction des cibles moléculaires des molécules bioactives extraite d’ Rosmarinus

officinalis :

La prédiction des cibles moléculaires (figures 3 .13 Graphiques A, B, C, D) met en évidence une
prédominance de la transferrine (40 % dans les graphiques A et C), impliquée dans le transport du fer,
et des récepteurs nucléaires (33,3 % dans le graphique D), associés a la régulation de 1’expression
génique. Les autres cibles comprennent des enzymes, des récepteurs couplés a des protéines G, des

cytochromes P450, des canaux ioniques, des protéases et des hydrolases.
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L'importance prépondérante de la transferrine (Graphiques A et C) indique que le romarin pourrait
avoir un impact sur la régulation du fer, alors que I'engagement significatif des récepteurs nucléaires
(Graphique D) suggere une aptitude a controler la transcription génique et la différenciation cellulaire.
L'action multifactorielle du romarin sur la détoxication hépatique, la signalisation cellulaire et la
modulation immunitaire est confirmée par la diversité des autres cibles (Graphique B). Ces résultats
éclairent les effets traditionnellement associés au romarin, tels que ses propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et protectrices. Ils soutiennent également son attrait pour l'élaboration de remedes

naturels(Annexe G)
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Figure 3.13. : Cibles moléculaires des molécules bioactives d’ Rosmarinus officinalis
extraite par SwissTargetPrediction
Graphe A : 1,8-cinéole (eucalyptol)  Graphe B : Camphre

Graphe C : Bornéol dérivé Graphe D : Acétate de bornyle
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Selon Hauser, et a/ 2017 Le large éventail de cibles moléculaires repérées pour
l'ail (essentiellement les GPCR) et le romarin (transferrine et récepteurs nucléaires)
témoigne de la complexité et de la synergie inhérentes a leurs effets pharmacologiques. La
connaissance des modes d'action et des caractéristiques pharmacocinétiques accentue
l'attrait de ces extraits végétaux pour l'investigation et I'élaboration de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

L'évaluation des extrait végétaux test un champ d'étude dynamique, avec des recherches
axées sur leurs propriétés antimicrobiennes et l'identification de leurs constituants

confirme Singh, S., & Singh, B. (2024).

Les instruments de prédiction in silico, tels que SwissTargetPrediction, jouent un role
crucial dans l'exploration du potentiel thérapeutique des molécules bioactives et la

direction des recherches a venir .



Conclusion et Perspectives

Les substances bioactives extraites d’Allium sativum (ail) et de Rosmarinus officinalis
(romarin) présentent un potentiel thérapeutique prometteur dans la prise en charge de
I’alopécie, Les résultats obtenus dans cette étude mettent en lumicre I’efficacité notable des
extraits de romarin et d’ail, comme en témoignent les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) respectives de 4 pour le romarin et 16 pour I’ail. Ces valeurs démontrent la puissance
antimicrobienne significative, confirmant leur potentiel prometteur de leurs propriétés,
antioxydantes et anti-inflammatoires. L’huile essentielle de romarin, riche en composés
comme le cinéole, a montré une efficacité comparable au minoxidil pour traiter 1’alopécie
androgénétique, avec moins d’effets secondaires tels que l’irritation du cuir chevelu. Le
macérat huileux d’ail, bien que moins antibactérien, stimule la microcirculation cutanée,
favorisant la santé des follicules pileux. Leur combinaison synergique améliore globalement
I’efficacité¢, notamment en inhibant la formation de biofilms bactériens responsables des
infections cutanées liées a 1’alopécie. Leur sécurité d’utilisation est confirmée par 1’absence
de génotoxicité et un profil cytoprotecteur. Ces résultats fournissent une base scientifique
solide pour développer une formulation biopharmaceutique naturelle innovante pour une
gestion durable de I’alopécie.

Dans le prolongement des résultats obtenus, il apparait essentiel d’orienter les recherches
futures vers des axes prioritaires afin de consolider et d’approfondir la compréhension des
effets thérapeutiques des extraits d’Allium sativum et de Rosmarinus officinalis dans le
traitement de 1’alopécie.

* Approfondir les études in vivo sur des modéles animaux pour valider les effets observés in
vitro dans un contexte physiopathologique complexe.

*Développer des formes galéniques innovantes (nanoémulsions, liposomes) pour améliorer la
pénétration cutanée et la stabilité des composés actifs.

*Mettre en place une standardisation rigoureuse des extraits et isoler les molécules bioactives
clés pour garantir la reproductibilité et I’efficacité industrielle.

«Réaliser des essais cliniques exploratoires pour évaluer la tolérance, la sécurité et 1’efficacité
des formulations combinées chez I’humain, en comparaison aux traitements conventionnels.

+Etudier plus en détail les mécanismes moléculaires d’action, notamment 1’inhibition de la
DHT par les composés du romarin, pour mieux cibler les différents types d’alopécie.
+Envisager I’utilisation prolongée avec précaution, en tenant compte des possibles effets

secondaires ou irritations, notamment pour les huiles essentielles (ex : romarin a diluer) et
I’ail.

*Explorer la synergie entre les extraits naturels et d’autres traitements innovants comme la
mésothérapie ou le microneedling pour optimiser la repousse capillaire.
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1- Composition et préparation de milieu de culture (A)

Milieu

Muller-Hinton (MH)

Composition

Caséine hydrolysée a 1'acide
Amidon

Extrait de viande de beeuf
Chlorure de sodium (NaCl)
pH final (a 25 °C)

2- Appareillage, produit et réactifs chimiques utilisés :

Préparation

Peser 26 g de poudre MH
(milieu déshydraté) pour 1
L d’eau distillée.
Dissoudre complétement en
chauffant doucement avec
agitation.

Stériliser par autoclave a
121

°C pendant 15 minutes.
Laisser refroidir a 45-50 °C
avant de couler dans des
boites de Petri stériles (20—
25 mL/boite).

Stockage : aprés
solidification, conserver les
boites a 2-8 °C, a I’abri de
la

lumiére.

Appareillage(B) Produits Les réactifs
chimiques(C) chimiques(D)
Grands matériels  Petits matériels + Ethanol 'Les colorants de
*Mortieravec + Eprouvette * méthanol Gram
pilon * Flacons en verre + Eau distillé + DMSO
+ Chauffe ballon * Bec Bunsen * Eau physiologie + violet de gentiane
« Appareil * Boites de pétri *Tampon + Colorant
d’hydrodistilation * Anse de platine phosphate (PBS) May-
+ Réfrigérateur * Portoirs Griinwald
* Balance + Micropipettes +Colorant Giemsa
électronique * Pipettes Pasteurs
* Etuve + Spatule
* Plaque * Barreaux
chauffante magnétiqe
* Agitateur + Ecouvillons stériles
+ Autoclave * Pince
* Bain marie + Seringue
* Spectrophotomét + Embouts
re * Les flacons

+ Béchers gradués

* Tubes a

essai stériles

* Lames

‘tubes sec

‘plaque de 96 puits



Appareillage(B)

Mhcroscope photomique Iamee: de nicroscopie ef Bec bunsen



plague de %6 puits lecteur de plague speciropbotometre

3 -étapes de la coloration au bleu de méthyléne pour I’observation
d’Aspergillus niger au microscope optique(E)

Etape

Description

1. Préparation de la
lame

Déposer une petite portion du mycélium (ou de la culture) sur une lame
propre a I’aide d’une anse ou d’une aiguille stérile.

2. Ajout du colorant

Ajouter 1 a 2 gouttes de bleu de méthyléne a 0,1 % sur I’échantillon.

3. Pose de la lamelle

Recouvrir délicatement avec une lamelle pour éviter les bulles d’air.

4. Attente (facultative)

Laisser agir le colorant pendant 1 a 2 minutes.

5. Observation
microscopique

Observer au microscope optique (objectif 40x ou 100x si immersion).

6. Elimination

Jeter la préparation dans un conteneur approprié apres usage.




3- Etapes de la coloration May-Griinwald-Giemsa (F)

Etape Durée
Coloratio Smin
n May-

Griinwal

d

1
Rincage

2 rapide a 10 secondes
I’eau
tamponnée

15min
Coloration

3 Giemsa
diluée (1/10)

4 Rincage a Quelque
I’eau S
distillée secondes

Jusqu’ -
Séchage a a
Pair libre Séchage

complet




4- Tableau analyse in sillico : (G)

Allium sativum Rosmarinus officinalis
Molecules Diallyl Diallyl
Allicin disulfid trisulfid 1,8-Cinéole : Acétate  Bornéol Camphre ou
e e © de dérive / dérivé
(DADS (DATS) bornyle
) camphene
Absorbtion :
1 -Caco-2 Perméabilit¢. Perméabilit¢  Perméabilité Perméabilité¢ | Perméabil:  Tres faible, Perméabil
Permeability cellulaire modérée, faible, modéré it perméabilit; ité
modéréea . compatible absorptio . € é— cellulaire
bonne, avec n absorpti faible absorption . faible,
on a absorptio
modér n
ée, intestinale
probable
ment
limitée.
favorabl une intestinale intestin absorpti intestinale
e a absorptio probablemen ale on tres
’absorpt n t limitée. acceptab intestinal limitée.
ion intestinale le. e
intestinal probable
e. me
nt
réduite.
2- PAMPA Perméab|  Perméabil Trés bonne Perméabilité | Faible Treés faible| Perméabilit
ilité ité diffusion modérée, | Perméa perméabilit | € passive
modéré modéré passive bilé ¢ faible a
e, e, membranaire absorption |modérée,
, absorption via absorption
possible via diffusion |par
voie passive. passive |diffusion
trés passive
limitée. |limitée




F20% Bonn Bonne Bonne biodisponibilit [ Faible biodisponi [Biodisponi
e biodisponib | biodisponibilité | ¢ biodispo bi¢ orale |bilé orale
biodisponi | ilité nib ilité faible a  |trés faible,
bilite orale a tres faible, |absorption

absorption |systémique
systémiqu |probableme
e limitée. |nt
insuffisante
distribution

1- PPB Liaison Liaison Liaison faible, Liaison Forte forte liaisonl Liaison

modérée modérée grande tres liaison aux modérée
aux , fraction libre élevee aux protéines | aux
protéines fraction circulante aux protéines | plasmatiqud protéines
plasmati libre disponible. protéines plasmati s, faible | plasmatiq
ques, circulant plasmatiq que s — fraction ues,
bonne e ues tres libre fraction
fraction raisonna — trés faible disponible.] libre
libre. ble. faible fraction circulante
fraction libre raisonnab
libre. disponibl le
c. (42.2%),
ce qui
favorise
une
bonne
disponibil
ité du
médicamd
nt pour
I’action
biologiqu
e
2- MRP1 inhibiteur| Faible Faible Faible Inhibition Inhibitio Forte
inhibition inhibitio inhibition — modérée — n forte inhibition | Inhibition
, peu n, faible faible potentiel — du modérée du
d'interacti probabil potentiel d'interaction | possible transporteur| transporteur
on. ité d'interaction avecl'efflux | interacti MRP1, |MRPI,
d’intera avec ce cellulaire. on avec possible |indiquantun
ction transporteur. les modificatio{ Potentiel
avec ce mécanis ndela [d'interactio
transpor me s distribution/1 2vec les
teur d’efflux et mecanismes
cellulaire ¢élimination, d efﬂu?(
cellulaire,
pouvant

influencer la




distribution
et
I’éliminatio
n

METABOLISME
1- CYP1A2 Inhibiteur . Aucune Aucun Forte Aucun effe{ Aucun
inhibiteur fort ;risque | Inhibitio inhibition effet inhibitio | inhibiteur - effet
d’interacti n — pas inhibite n,risque | métabolismqd inhibiteur
ons modérée d’interactio ur. éleveé hépatique | détecté,
médicame | potentiel n attendue d’interact [ via cett voig métabolis
nteuses. d’interact via ionmédic | peuconcern{ me via
ion cette enzyme amenteus cette
médicam es enzyme
ent euse peu
modéré. concerng,
profil
sécuritaire
favorable
CYP2C19 inhibiteur|hibiteur Inhibition pas Faible Aucune [Aucuneffet [Faible
imp ortant, forte, d’interactio inhibition interact |inhibiter. inhibition
inte  ract interaction n enzymatiq ion ,
ions  pos S enzymatiqu ue. attendu interactio
sibles. cliniquem e attendue e. ns
ent enzymati
significativ ques peu
es probables
possibles. via cette
voie.
CYP2D6 inhibiteur | Pas Aucune Aucun effet Aucun Aucun Aucuneffe{ Aucun
d’inh inhibiti inhibiteur effet e inhibiteur — effet
ibition on — bon inhibite inhibit faibl risque| inhibiteur,
obser détecté profil ur. ion d’interactionl bon profil
vée, e; d’innocuité — S. d’innocuit
favor profil métaboliqu bon é
able. sécuritai e. profil métaboliq
re de ue, faible
favorab sécur risque
le sur ité d’interacti
ce métaboli ons.
point. qu




Excrétion

CLplasma Cla Clairan Clairance Clairance Clairance Clairance | Clairance
iran ce plasmatiqu plasmatiq plasmati | plasmatique| plasmatiqul
ce plasmat e ue que eleve e ¢levée,
mo ique relativemen modérée, élevée — ¢liminatio
dér modéré t faible, ¢liminati — ¢élimination| nrapide duy|
ée, e, élimination on éliminati rapide. | médicame
éli élimina lente. équilibré on nt, pouvant
min tion e. rapide. nécessiter
atio équilibr des
n e. administrat]
équ ions
ilib fréquentes
rée.
T1/2 Demi-vie Demi-vie Demi-vie Demi-vie Demi-vie Demi-vie [ Demi-vie
courte, courte, courte, courte, courte, courte — | courte a
nécessite pouvant exposition nécessitant | expositio exposition| modérée,
peut- nécessiter systémique probableme n systémique| exposition
étre des des de courte nt une systémiq limitée | systémique
prises administrat durée administratio ue limitée dan
fréquente ions n fréquente. limitée le temps
S. fréquentes. dans le
temps
Toxicité
Toxicité orale Toxicité Toxicité Toxicité Toxicité Toxicité Toxicité |Toxicité
chez le rat. orale orale aigué orale aigué orale orale orale aigué
modérée aigué modérée faible a aigué aigué faible a
chezle modérée (DL50 modérée. relative modérée. [modérée,
rat. (DL50 moyenne chez men t profil de
intermédiaire le rat). élevée. sécurité

chez le rat).

acceptable.




sensibilisation Tres haut Risque Risqueélevé | Risqueélevé | Risque | Risque Risque
cutanée risque de tres éleve de de tres modéré a modéré de
sensibilis de sensibilisatio | sensibilisatio | ¢élevé de | élevé de sensibilisa
ation sensibilis n n cutanée sensibilis | sensibilisatio| tion
cutanée. ation cutanée. ati n cutanée.. | cutanée,
cutanée on prudence
cutanée. recomman
dée lors
d’une
exposition
cutanée
prolonggée.
Irritation des Tres Risque Probabilité Risquetres Probabili Tres Risque tres
yeux fort treés élevé ¢levée éleve e probableeffq élevé
risque d’irritation d’irritation d’irritation modérée | irritant pour] d’irritation
d’irritat oculaire. oculaire. oculaire d’irritatio les yeux | oculaire,
ion n manipulati
oculaire oculaire on avec
précaution
s
nécessaires
Hépatotoxicité Faible Faible Risque modéré Risque Risque Risque Risque
humaine probabilit probabilit de toxicité modéré de modéré modéré de | modéréde
¢ de éde hépatique chez toxicité a élevé toxicitéhépa | toxicité
toxicité toxicité I’humain. hépatique de tique hépatique
hépatique hépatique chez toxicité humaine chez
humaine chez I’humain hépatiq I’humain,
(risque I’humain. ue. surveillan
principale ce
ment recomman
animal). dée.
Néphrotoxici Risque Tres Risque Faiblerisque | Treéshaut | Faiblerisqud Faible
t¢  induite faible de faible relativement de toxicité risque de de toxicité| risquede
par les toxicité risque de élevé de rénale toxicité rénale toxicité
médicament rénale. toxicité toxicité rénale. induite parl  rénale
S rénale rénale le induite
induite induite. médicame|  parle
nt.. meédicam
e
Hématotoxicité Risque Tres faible Risque Risque Probabil Trés faible| Risque
faible de probabilité modéré faible a ité risque |[faible a
toxicité d’effets d’effets modéré de modérée d’effets |modéré
sur le indésirable indésirables toxicité de indésirableq d’effets
sang. s sur les surles cellules | hématologiq toxicité sur le sang|indésirables
cellules sanguines. ue. hématol sur les
sanguines. ogi que. cellules

sanguines.
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