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LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : Acide désoxyribonucléique

AlCl3 : Trichlorure d’Aluminum

ATCC : American type culture collection

AZA : Azathioprine

BHA : Butyle hydroxytoluène

BHT : Butyle hydroxytoluène

BLSE : Bétalactamase à spectre élargi

CAT : Catalase

CCM : Chromatographie sur couche mince

CHN : Céphalosporinase à haut niveau

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

DMH : 1,2-dimethyl hydrazine

DMSO : Dimethyl sulfoxyde

EAcOEt : La fraction de l’acétate d’éthyle

EBr : L’extrait brut (hydro-méthanolique)

En-BuOH : La fraction du n-butanol

ERO : Espèces réactives de l’oxygène

GSH : Glutathion

HCl : Acide chlorhydrique

IgAs : Immunoglobuline A sécrétoire

HPLC : Chromatographie liquide à haute performance

SOD : Superoxyde dismutase

sp : Species (Espèce)

UV-Vis : Ultraviolet/Visible

UFC : Unités formant des colonies

VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine



GLOSSAIRE

Aflatoxine : est une mycotoxine produite par des champignons proliférant sur des graines en

atmosphère chaude et humide.

Alcaloïdes : Substances azotées basiques très actives, mais souvent trop toxiques pour être

utilisées en phytothérapie.

Aleurone : une protéine présente sous de grains dans l’albumen de nombreuses graines.

Analgésique : apaise ou supprime la douleur.

Anthocyane : composé hétérocyclique oxygéné lié à deux noyaux benzéniques.

Antispasmodique : cesse les spasmes, contractions involontaires des muscles et des organes,

d’origine nerveuse.

Apéritif : provoque l'appétit en agissant sur les organes digestifs et les glandes.

Arbrisseau : plante ligneuse haute de 3 à 5 mètres.

Arbuste : plante ligneuse haute de 1 à 3 mètres.

Asthénie : dépression de l’état général.

Astringent : qui diminue les secrétions et favorise les cicatrisations.

Carminatif : qui provoque l’expulsion des gaz intestinaux.

Cataplasme : ancienne forme pharmaceutique pâteuse, appliquée sur la peau pour combattre

une inflammation.

Cholagogue : facilite l'évacuation des voies biliaires, action bénéfique pour le foie et le tube

digestif.

Cholérétique : augmente la sécrétion biliaire.

Choline : base quaternaire de structure amino-alcool.

Coumarine : composé hétérocyclique oxygéné insaturé comportant une fonction cétone et un

noyau benzénique.

Diterpène : composé formé de vingt atomes de carbone.

Diurétique : qui augmente le volume urinaire et l’élimination des chlorures, du sodium, du

potassium, de l’urée et de l’acide urique dans les urines.

Dyspepsie : un ensemble de symptômes de douleur ou de malaise épigastrique.

Emménagogue : qui provoque, facilite ou augmente les règles.

Fébrifuge : prévient les accès de fièvre et permet de combattre celle-ci.

Lactones : ester interne (perte d’une molécule d’eau intramoléculaire) d’un acide-alcool ou

d’un acide –phénol.

Mésophylle : la plus grande partie de l’intérieur d’une feuille.



Monoterpènes : se sont une classe de terpènes constitués de deux molécules d’isoprène C5H8

Mucilage : substance glucidique qui se gonfle au contact de l’eau en donnant une solution

visqueuse.

Ombelle : type d’inflorescence dans laquelle les pédoncules sont attachés au même point et

s’arrêtent à la même hauteur.

Phénols : carbure aromatique (cycle benzénique) portant un ou plusieurs groupements

Hydroxyles

Phytase : enzyme naturelle qui, en hydrolysant les phytates, joue un rôle essentiel dans le

métabolisme du phosphore.

Saponine : substance hétérosidique moussante agissant sur la perméabilité des membranes.

Sédatif : qui calme une activité exagérée (cardiosédatif, neurosédatif).

Sesquiterpène : constituant à quinze atomes de carbones.

Sous-arbrisseau : plante ligneuse ne dépassant pas 1 mètre.

Spasmolytique : qui empêche les contractions musculaires involontaires.

Stérol : alcool secondaire de structure tétracyclique caractéristique formé à partir du

cyclopentane et du phénanthrène hydrogéné.

Stomachique : facilite le travail de l'estomac et le fortifie.

Tanins : substance polyphénolique non azotée.

Triterpènes : constituant végétal composé de trente atomes de carbone et dont la structure

chimique possède quatre ou cinq cycles.

Vermifuge : expulse les vers de l'intestin.

Vulnéraire : en application externe, elle contribue à la guérison des plaies, mais elle peut

aussi être administrée oralement pour réanimer les personnes ayant subi une chute ou une

blessure.



SOMMAIRE

INTODUCTION GENERALE

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre I. LES PLANTES MEDICINALES SELECTIONNEES

I.1. La plante Cuminum cyminum ………………………………………………………. 1

I.1.1. Caractéristiques botaniques ………………………………………………………. 1

I.1.2. Habitat et culture ………………………………………………………………...... 2

I.1.3. Composition biochimique du cumin ……………………………………………… 2

I.1.4.Utilisation du cumin ………………………………………………………………. 3

I.1.5 Propriétés du cumin ……………………………………………………………….. 3

I.2. La plante Rosmarinus officinalis …………………………………………………… 7

I.2.1. Etymologie ………………………………………………………………………… 7

I.2.2.Caractéristiques botaniques ……………………………………………………….. 7

I.2.3. Habitat et culture ………………………………………………………………….. 8

I.2.4. Composition biochimique du romarin ……………………………………………. 8

I.2.5. Utilisation …………………………………………………………………………. 10

I.2.6. Propriétés du romarin ……………………………………………………………… 10

Chapitre II. LES FLAVONOIDES

II.1.Les polyphénols ……………………………………………………………………. 17

II.1.11 Classification …………………………………………………………………….. 17

II.1.2. Biosynthèse ………………………………………………………………………. 17

II.1.3. Effets biologiques des polyphénols ……………………………………………… 18

II.2.Les Flavonoïdes …………………………………………………………………….. 19

II.2.1. Etymologie ......................................................................................................... 19

II.2.2. Découverte des flavonoïdes ……………………………………………………… 19

II.2.3. Structure chimique ……………………………………………………………...... 19

II.2.4. Classification …………………………………………………………………...... 20

II.2.5. La substitution du squelette flavonique………………………………………….. 21

II.2.5.1.O- substitution ………………………………………………………………… 21

II.2.5.2.C- substitution ………………………………………………………………… 22

II.2.6. Origine biosynthétique …………………………………………………………… 23

II.2.7. Propriétés Physico-Chimiques ………………………………………………....... 25

II.2.7.1.Solubilité et l’extraction ………………………………………………………. 25



II.2.7.2. Dosage ………………………………………………………………………… 25

II.2.8. Biodisponibilité des flavonoïdes …………………………………………………. 25

II.2.9. Consommation des flavonoïdes …………………………………………………. 26

II.2.10. Distribution dans les plantes …………………………………………………… 26

II.2.11. Propriétés biologiques ………………………………………………………….. 26

II.2.12. Rôles des flavonoïdes chez les plantes ………………………………………… 29

II.2.13. Emplois thérapeutiques ………………………………………………………… 30

Chapitre III. LE STRESS OXYDANT

III.1. Historique ………………………………………………………………………… 31

III.2. Définition d’un radical libre ……………………………………………………… 31

III.2.3. Principaux radicaux libres et leurs origines …………………………………….. 32

III.4.Rôles des radicaux libres …………………………………………………………… 33

III.5. Définition du stress oxydant ……………………………………………………… 34

III.6. Origine du stress oxydant …………………………………………………………. 34

III.7. Les conséquences du stress oxydant ……………………………………………… 35

III.8. Les maladies liées au stress oxydant ……………………………………………… 35

III.9. Définition d’un antioxydant ……………………………………………………… 36

III.10. Principaux antioxydants ………………………………………………………… 36

III.10.1 Les antioxydants endogènes …………………………………………………. 36

III.10.2. Les antioxydants exogènes ............................................................................ 36

III.11. Mécanismes d’actions des antioxydants ……………………………………… 37

Chapitre VI. LES SOUCHES MICROBIENNES UTILISEES

VI.1. Effet antibactérien …………………………………………………………………. 38

VI.2. Mécanisme d’effet antimicrobien des polyphénols ……………………………… 38

VI.3 .Caractéristiques des souches bactériennes utilisées ……………………………… 39

VI.4.Caractéristiques des souches fongiques utilisées ………………………………..... 40

VI.5Antibiotiques β- lactamines ………………………………………………………… 42

VI.6.Mécanismes de résistances aux β-lactamines …………………………………….. 42

ETUDE EXPERIMENTALE

Chapitre I. MATERIEL ET METHODES

I.1. Matériel végétal ……………………………………………………………………… 43

I.2. Etude chimique …………………………………………………………………....... 43

I.2.1. Détermination de la teneur en eau ……………………………………………….. 43



I.2.2. Détermination des taux de cendres ……………………………………………….. 43

I.2.3. Extraction …………………………………………………………………………. 44

I.2.3.1 Préparation de l’extrait brut …………………………………………………… 44

I.2.3.2. Fractionnement de l’extrait brut……………………………………………….. 44

I.2.4. Dosage des polyphénols……………………………………………………………. 47

I.2.5. Dosage des flavonoïdes …………………………………………………………… 47

I.2.5.1. Test préliminaire ………………………………………………………………... 47

I.2.5.2. Dosage colorimétrique………………………………………………………….. 48

I.2.6 Analyse qualitative par HPLC……………………………………………………. 48

I.3.Activité biologique……………………………………………………………………. 49

I.3.1. Activité anti-oxydante ……………………………………………………………. 49

I.3.1.1.Test de blanchissement du β- Carotène ………………………………………… 49

I.3.1.2. Test au DPPH …………………………………………………………………... 50

I.3.2. Activité antimicrobienne …………………………………………………………... 51

I.3.2.1. Activité antibactérienne …………………………………………………………. 51

I.3.2.1.2. Milieux de culture ……………………………………………………………. 52

I.3.2.1.3. Préparation des solutions …………………………………………………….. 53

I.3.2.1.4. Méthode de diffusion en milieu gélosé……………………………………….. 53

I.3.2.2 Activité antifongique …………………………………………………………….. 54

I.3.2.2.1 Souches fongiques …………………………………………………………….. 54

I.3.2.2.2. Milieux de culture ……………………………………………………………. 54

I.3.2.2.3. Préparation des solutions …………………………………………………….. 54

I.3.2.2.4. Méthode de diffusion en milieu gélosé……………………………………….. 54

I.4. Etude statistique ......................................................................................................... 55

Chapitre II. RESULTATS ET DISCUSSION

II.1.Teneur en eau et taux de cendres…………………………………………………….. 56

II.2. Teneur en polyphénols ……………………………………………………………… 57

II.3. Teneur en flavonoïdes ……………………………………………………………… 60

II.3.1. Test préliminaire………………………………………………………………… 60

II.3.2. Dosage colorimétrique ………………………………………………………….. 60

II.4. Analyse qualitative par HPLC……………………………………………………… 63

II.5. Activité anti-oydante ………………………………………………………………. 68

II.5.1. Test de blanchissement du β-Carotène…………………………………………… 68



II.5.2. Test au DPPH…………………………………………………………………….. 73

II.6 . Activité antimicrobienne …………………………………………………………… 77

II.6.1. Activité antibactérienne …………………………………………………………… 77

II.6.2. Activité antifongique …………………………………………………………........ 88

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

REFERENCES BIBLOGRAPHIQUES



LISTE DES TABLEAUX

Tableau.1. Caractéristiques des bactéries utilisées……………………………………… 52

Tableau.2. Teneur en eau et taux de cendres ………………. ………………………...... 56

Tableau.3. Teneur en polyphénols des extraits de cumin……………………………….. 58

Tableau.4. Teneur en polyphénols des extraits de romarin …………………………….. 58

Tableau.5. Virement de la couleur des extraits de cumin………………………………. 60

Tableau.6. Virement de la couleur des extraits de romarin…………………………….. 60

Tableau.7. Teneur en flavonoïdes des extraits de cumin……………………………….. 61

Tableau.8. Teneur en flavonoïdes des extraits de romarin……………………………… 62

Tableau.9. Temps de rétention des flavonoïdes standards……………………………… 66

Tableau.10. Temps de rétention des flavonoïdes présents dans les extraits de cumin…. 66

Tableau.11.Temps de rétention des flavonoïdes présents dans les extraits de

romarin…………………………………………………………… …………………… 67

Tableau.12. Diamètre de la zone d’inhibition de l’EBr de cumin……………………..... 78

Tableau.13. Diamètre de la zone d’inhibition de l’EBr de romarin…………………….. 78

Tableau.14.Diamètre de la zone d’inhibition de l’EAcOEt de romarin………………… 79

Tableau.15. Diamètre de la zone d’inhibition de l’En-BuOH de romarin…………….... 79

Tableau.16. La sensibilité des souches bactériennes vis-à-vis les extraits de cumin…… 82

Tableau.17. La sensibilité des souches bactériennes vis-à-vis les extraits de romarin…. 82

Tableau.18. Diamètre de la zone d’inhibition de L’EBr du cumin + l’EBr de

romarin…………………………………………………………………………………… 87



LISTE DES TABLEAUX

Tableau.1. Caractéristiques des bactéries utilisées……………………………………… 52

Tableau.2. Teneur en eau et taux de cendres ………………. ………………………...... 56

Tableau.3. Teneur en polyphénols des extraits de cumin……………………………….. 58

Tableau.4. Teneur en polyphénols des extraits de romarin …………………………….. 58

Tableau.5. Virement de la couleur des extraits de cumin………………………………. 60

Tableau.6. Virement de la couleur des extraits de romarin…………………………….. 60

Tableau.7. Teneur en flavonoïdes des extraits de cumin……………………………….. 61

Tableau.8. Teneur en flavonoïdes des extraits de romarin……………………………… 62

Tableau.9. Temps de rétention des flavonoïdes standards……………………………… 66

Tableau.10. Temps de rétention des flavonoïdes présents dans les extraits de cumin…. 66

Tableau.11.Temps de rétention des flavonoïdes présents dans les extraits de

romarin…………………………………………………………… …………………… 67

Tableau.12. Diamètre de la zone d’inhibition de l’EBr de cumin……………………..... 78

Tableau.13. Diamètre de la zone d’inhibition de l’EBr de romarin…………………….. 78

Tableau.14.Diamètre de la zone d’inhibition de l’EAcOEt de romarin………………… 79

Tableau.15. Diamètre de la zone d’inhibition de l’En-BuOH de romarin…………….... 79

Tableau.16. La sensibilité des souches bactériennes vis-à-vis les extraits de cumin…… 82

Tableau.17. La sensibilité des souches bactériennes vis-à-vis les extraits de romarin…. 82

Tableau.18. Diamètre de la zone d’inhibition de L’EBr du cumin + l’EBr de

romarin…………………………………………………………………………………… 87



INTRODUCTION GENERALE

Depuis des milliers d'années, l'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son

environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Actuellement,

l'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la terre ont

recours aux préparations traditionnelles à base de plantes en tant que soins de santé primaire

(Lhuillier, 2007).

Plus de 120 composés provenant de plantes sont aujourd'hui utilisés en médecine

moderne et près de 75% d'entre eux sont utilisés selon leur usage traditionnel.

Parmi, les 25 composés pharmaceutiques les plus vendus au monde, 12 d'entre eux

sont issus de produits naturels. Cela signifie que le nombre de médicaments issus de produits

naturels est supérieur à celui issus de la chimie combinatoire où plus de 10 000 molécules

doivent être synthétisées puis testées afin de mener au développement d'un seul médicament.

Par conséquent, les quelques 250 à 300 000 espèces inventoriées de plantes que l'on

trouve sur terre, dont seulement 5 à 15% ont fait l'objet de recherches de molécules

bioactives, représentent un réservoir immense de nouveaux composés médicinaux potentiels.

Selon certains auteurs, les composés d'origine naturelle présentent l'avantage d'une très

grande diversité de structures chimiques et ils possèdent aussi un très large éventail d'activités

biologiques (Bérubé-Gagnon, 2006).

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues

depuis l’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20ème siècle pour que les

scientifiques commencent à s’y intéresser (Yano et al., 2006).

Récemment, l’attention s’est portée sur les herbes et les épices comme source

d’antioxydants, qui peuvent être employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant

(Mata et al., 2007).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brûlante actualité malgré son

ancienneté. Cela tient principalement au fait que le règne végétal représente une source

importante d’une immense variété de molécules bioactives (Ferrari, 2002).

Cette matière végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intérêts

multiples mis à profit dans l’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en

dermopharmacie, Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloïdes, les acides

phénoliques, les tannins, les lignanes, les terpènes et les flavonoïdes (Bahorun, 1997).

Les flavonoïdes constituent un groupe de produits naturels appartenant à la famille des

polyphénols, largement représentés dans la quasi-totalité des plantes, faisant partie intégrante



de notre nourriture quotidienne. Ils possèdent potentiellement des activités biologiques, anti-

inflammatoires, anti-cancérigènes, antimicrobiennes et anti-oxydantes.

Les épices et les herbes aromatiques sont considérés comme des sources importantes

de flavonoïdes (Marfak, 2003). Le cumin (Cuminum Cyminum L.) occupe un endroit

proéminent, c’est une plante annuelle appartenant à la famille Ombellifères, utilisée

généralement comme additif (Saiedirad et al., 2008), mais également il a une variété de

propriétés médicinales connue depuis l’antiquité telles qu’anti-oxydantes, diurétiques,

astringentes, hypoglycémiantes, cholagogues et stomachiques (Dhandapani et al., 2002).

Le romarin (Rosmarinus Officinalis L.) fait l’objet de récentes recherches dans les

domaines pharmaceutiques, cosmétiques et agro-alimentaires. C’est une herbe aromatique

de la famille des Labiées, appréciée pour ses propriétés aromatiques, anti-oxydantes,

antimicrobiennes, antispasmodiques, emménagogues et anti-tumorales, largement utilisée

dans les produits pharmaceutiques et en médicine traditionnelle (Atik bekkara et al., 2007).

Une grande partie des recherches actuelles porte sur l’étude de molécules anti-

oxydantes et antimicrobiennes comme les vitamines, les caroténoïdes et les polyphénols.

Il nous a semblé donc, intéressant d’inscrire notre travail dans ce contexte de

recherche.

Le but de cette étude est d'évaluée l’activité anti-oxydante par le test de

blanchissement du β-Carotène, anti-radicalaire par le test au DPPH et antimicrobienne par la

méthode de diffusion en milieu gélosé des extraits bruts et leurs fractions de deux plantes

médicinales le cumin et le romarin. Cette évaluation est relié au contenu phénolique des ces

extraits.

Dans la première partie, nous aborderons les différentes connaissances

bibliographiques sur les deux plantes, les flavonoïdes, le stress oxydant ainsi que sur les

souches microbiennes testées.

Dans la partie expérimentale, nous développerons dans le premier chapitre le matériel

et les méthodes analytiques utilisées pour l’extraction, le dosage colorimétrique des

polyphénols et des flavonoïdes, l’analyse par HPLC des flavonoïdes, l’activité anti-oxydante

et finalement l’activité antimicrobienne. Le deuxième chapitre sera consacré aux résultats

obtenus dans notre étude.

A la lumière des résultats obtenus, différentes perspectives de recherche seront

évoquées.





Etude bibliographique

1

I. LES PLANTES MEDICINALES SELECTIONNEES :

I.1. La plante Cuminum cyminum :

Le cumin est une petite plante annuelle, originaire du Turkestan, d’où elle fut

rapidement propagée dans l’ensemble des pays méditerranéens puis jusqu’en Amérique latine

(Boullard, 2001). Epice et plante médicinale très populaire dans l’Egypte ancienne, le cumin

était prescrit contre les affections digestives et respiratoires, ainsi que pour soigner les caries

dentaires. Le cumin est largement employé au moyen Âge (Vican, 2001).

Le fruit du cumin est un ingrédient essentiel dans de nombreux mélanges d’épices :

baharat arabe, poudre de curry Indienne, pâte de curry Thaïlandaise et condiment cajun

(Bremness, 2002).

I.1.1. Caractéristiques botaniques :

Le cumin est une petite plante herbacée de la famille Ombellifères (Bézanger-

beauquesne et al., 1986), d’une hauteur de 30 cm (Vican, 2001), à feuilles parfumées,

finement divisées, ombelles de petites fleurs blanches ou roses en été (Bremness, 2002).

Le fruit est fusiforme, d’une couleur jaune clair, qui devient plus foncé au contact de

l'air (Singh et Goswami, 1996), velu (Bézanger-beauquesne et al., 1986), strié variant du

vert au gris-brun (Bremness, 2002), d’une odeur aromatique et un goût épicé et amer (Behera

et al., 2004).

Figure.1. Aspects morphologiques du cumin (Site web : www.Wikipedia).

Règne : Plantes

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotyledones

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Cuminum

Espèce : Cuminum cyminum L.

(Quezel et Santa, 1963)
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I.1.2. Habitat et culture :

Le cumin est cultivé en Afrique du Nord et au Sud-ouest de l’Asie ; dans des sols

légers, bien drainés, au soleil (Bremness, 2002). On cueille ses graines à la fin de l’été,

lorsqu’elles sont mûres (Vican, 2001).

I.1.3. Composition biochimique du cumin :

Les graines de cumin contiennent environ 15% d’huile fixe (Saiedirad et al., 2008),

constituées essentiellement de triglycérides (55%), d’esters de stérol (25%) et d’acides gras

libres (10%) (Shahnaz et al., 2004). Elles contiennent aussi 2,5 à 10 % d’huile essentielle,

constituée de 25 à 35% d’aldéhyde cuminique (ou cuminal), de l’aldéhyde hydrocuminique,

de l’alcool cuminique, de terpinéol, du ρ-cymène, du dipentène et du pinène.

En outre, elles renferment 13% de résine, 7% de pentosanes, des tanins, de l’aleurone

(Bellakhdar, 1997), 59% de fibres diététiques (dont 48.5% sont des fibres diététiques

insolubles et 10.5% sont des fibres diététiques solubles), 8,3% d’amidon (Sowbhagya et al.,

2007), des protéines, de la cellulose, des sucres (Behera et al., 2004), des flavonoïdes (Vican,

2001), des coumarines, des acides phénoliques (Surveswaran et al., 2007), et des

caroténoïdes (Kandlakunta et al., 2008).

L’étude de la fraction protéique a révélé que le cumin contient 18.25% de protéines,

qui incluent 18 acides aminés avec les pourcentages suivants :

2.99% d’acide glutamique, 1.41% d’acide aspartique, 0.74% d’arginine, 0.58% de

lysine, 0.67% de leucine, 0.46% d’isoleucine, 0.38% de thréonine, 0.52% de valine, 0.05% de

cystéine, 0.04% de méthionine, 0.50% de sérine, 0.91% de glycine, 0.53% d’alanine, 0.26%

de tyrosine, 0.54% de phénylalanine, 0.28% d’histidine, 0.01% de tryptophane, et 0.65% de

proline (Komy, 2004).

L’analyse par la Chromatographie en phase gazeuse (CPG) a montré que les graines de

cumin contiennent 56.54% de monoterpènes, 0.10% de sesquiterpènes, 43.2% d’aldéhydes, et

0.3% d’alcools (Behera et al., 2004).

Selon (Harrorne et Williams, 1972) le cumin contient : de l’apigénine et de la

lutéoline 7- glucoside, de l’apigénine et de la lutéoline-glucuronosylglucoside, ainsi que les

glycosides de la quercétine et du kaempferol (Hinneburg et al., 2006).

En utilisant la spectrométrie de fluorescence des rayons X (XRF), le cumin s’est avéré

contenir les 12 éléments suivants : Al : 105 mg/kg, Si : 396 mg/kg, P : 384 mg/kg, S : 700

mg/kg, Mn : 15 mg/kg, Fe : 210 mg/kg, Cu : 56 mg/kg, Zn : 34 mg/kg, Sr : 7mg/kg, Cl :

0.14%, K : 0.66%, et Ca : 0.37% (Al-Bataina et al., 2003).
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I.1.4. Utilisation du cumin :

Partout au Maroc, les graines de cumin en poudre ou en décoction, sont très utilisées

dans le traitement des troubles gastro-intestinaux. Il est en effet recommandé comme

stomachique, carminatif, antispasmodique et vermifuge. On emploie aussi sa décoction

comme emménagogue. En usage externe, le cumin est utilisé en cataplasmes sur la nuque

contre les oreillons (Bellakhdar, 1997).

Les phytothérapeutes Indiens prescrivent le cumin contre les insomnies, les coups de

froid et pour abaisser la fièvre. Mélangé au jus d’oignon, il forme une pâte que l’on applique

sur les piqûres de scorpion (Vican, 2001).

Dans la médecine Iranienne ancienne, les fruits de la plante ont été utilisés pour le

traitement du mal de dents et l'épilepsie (Janahmadi et al., 2006).

Le cumin est utilisé largement dans la médecine Ayurvédique (l’ancienne médecine

Indienne), pour le traitement de la dyspepsie, la diarrhée et de l'ictère. En outre, il est connu

pour avoir des propriétés anti-oxydantes, diurétiques, astringentes et hypoglycémiantes

(Dhandapani et al., 2002).

Les fruits toniques et stimulants, facilitent la digestion et soulagent la flatulence

colique ou diarrhées (Bremness, 2002). Il est supposé augmenter la lactation et réduire les

nausées pendant la grossesse. Utilisé dans une compresse pour soulager le gonflement du sein

et des testicules (Jalali-Heravi et al., 2007).

L’huile essentielle du cumin est meilleure que les antioxydants synthétiques

conventionnels, montre une activité fongitoxique, ovicide (Behera et al., 2004) et

antimicrobienne (El-Sawi et Mohamed, 2002). De plus elle utilisée dans la préparation des

parfums et les compositions vétérinaires (Bremness, 2002).

I.1.5. Propriétés du cumin :

Les épices sont intensivement employées en médecine, pharmacie, parfumerie, et les

produits de beauté. Le cumin est l’une des épices populaires largement répondue qui a incité

les chercheurs a mettre en évidence certaines de ses propriétés.

I.1.5.1. Activité antibactérienne :

En 1994 Shetty, Singhal et Kulkarni ont rapporté que l’huile des graines de cumin a

des propriétés antimicrobiennes (El-Sawi et Mohamed, 2002).
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Sagdic et Ozcan, (2003) ont testé in vitro, sur quinze bactéries l’activité

antibactérienne des hydrosols de seize épices. Les hydrosols du cumin ont été actifs,

seulement sur Bacillus brevis, Entérobacter aerogenes et Escherichia coli O157 :H7.

L’huile essentielle du cumin a montré un effet antibactérien, plus fort que celui du

romarin contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes

(Gachkar et al., 2007).

I.1.5.2. Activité antifongique :

L’étude in vitro, a montré une activité antifongique des hydrosols du cumin contre

quelques mycètes de microbes pathogènes de plantes (Boyraz et Ozcan, 2005).

O’Riordan et Wilkinson (2008) ont constaté l’absence de la contamination par

l’aflatoxine, dans les échantillons commerciaux du cumin.

I.1.5.3. Activité ovicide :

Les vapeurs d'huiles essentielles de 5 plantes, ont été examinées contre les œufs de

deux insectes de produits stockés (Tribolium confusum, Ephestia kuehniella). Les vapeurs ont

montré une toxicité variable vis-à-vis les œufs. Celles du cumin étaient plus actives contre les

œufs d’Ephestia kuehniella dont le taux de mortalité a atteint 100%.

Cependant, celles du romarin ont été moins actives et ont provoqué une mortalité

allant jusqu’a 65% pour le Tribolium confusum et 24% pour l’Ephestia kuehniella (Tunc et

al., 2000).

I.1.5.4. Activité anti-oxydante :

Les huiles essentielles du romarin et du cumin ont montré des activités anti-

radicalaires et anti-oxydantes. Les résultats de l’essai de blanchissement du β-carotène ont été

meilleurs que ceux de l’essai du balayage du radical libre 2-2diphenylpicrylhydrazyl (DPPH)

(Gachkar et al., 2007).

En présence des extraits du cumin obtenus par de l’eau chaude et par le chlorure de

sodium (NaCl), Muthamma Milan et al., (2008) ont constaté des augmentations maximales

dans les activités enzymatiques de l’amylase, la lipase et la phytase. D’autre part ces deux

extraits ont montré une activité anti-radicalaire très élevée par rapport à l’huile essentielle.
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I.1.5.5. Effet hypolipimiant :

L’administration orale de l’extrait aqueux du cumin pendant 6 semaines aux rats

diabétiques d’alloxane, a eu comme conséquence une réduction considérable du glucose, de

l’hémoglobine glycosylée et l’empêchement de la diminution du poids corporel. Le

traitement a provoqué aussi une réduction du cholestérol, des phospholipides, des acides gras

libres et des triglycérides dans le plasma et les tissus (Dhandapani et al., 2002).

I.1.5.6. Effet anti-carcinogène :

En présence d'un carcinogène du colon le 1,2-dimethyl hydrazine (DMH), l'activité

des mucinases et des β-glucuronidases est sensiblement augmentée. Cette augmentation a

comme conséquence une hydrolyse des mucines protectrices du colon et des glucuronides

conjugués. L’hydrolyse des glucoronides libère des toxines, ce qui peut engendrer le risque

d’un cancer du colon. Des travaux sur des rats, ont montré que le cumin peut protéger le colon

en diminuant l'activité des mucinases et des β-glucuronidases en présence ou en absence du

DMH (Nalini et al., 1998).

I.1.5.7. Effet anti -hyperglycémiant :

L'effet anti-hyperglycémiant a été étudié sur 27 lapins sains après administration

gastrique de l'eau, de tolbutamide et des préparations traditionnelle de 12 plantes comestibles.

Pour ce but une solution de dextrose a été infusée en sous-cutanée. le cumin a montré

des diminutions significatives pour chaque point de tolérance du glucose (Roman-Ramos et

al., 1995).

Une autre étude élaborée par willatgamuwa et ses collaborateurs (1998), sur des rats

diabétiques induits par la streptozotocine a montré une diminution de l’hyperglycémie et de la

glucosurie, après un régime diététique contenant 1.25% de la poudre de cumin.

Cette influence était évidente autour de la troisième semaine de l'alimentation et l'effet

était de plus en plus prononcé vers la fin de la 8ème semaine. Ceci a été également accompagné

par une amélioration des poids corporels, des changements métaboliques comme la

diminution de l’urée sanguine ainsi que les excrétions de l'urée et de la créatinine chez les

animaux diabétiques.
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I.1.5.8. Autres effets :

Les extraits méthanoliques du cumin et du romarin ont exercé un certain degré de

protection, contre les formes de dommage biomoléculaire qui touchent les protéines, les

lipides et l'ADN causés la peroxynitrite (Ho et al., 2008).

Platel et Srinivasan ont étudié l’influence du cumin et d’autres épices sur le taux de

la sécrétion de la bile, ainsi que sa teneur en acides biliaires. Les épices sont administrées

soit par le biais d’une ingestion diététique soit sous forme d’une dose orale simple.

L’ingestion diététique a influencé significativement la sécrétion de la bile et sa teneur

en acides biliaires, tandis que l’ingestion par dose simple a influencé seulement la teneur en

acides biliaires (Platel et Srinivasan 2000).

Les résultats de Janahmadi et ses collaborateurs, (2006) ont démontré que

l'application extracellulaire d'huile essentielle du cumin (1% et 3%) chez les mollusques, a

nettement diminué la fréquence de l'activité spontanée induite par le Pentylenetetrazol, d'une

façon dépendante de la concentration et du temps. Selon ces auteurs ceci est probablement

due à un effet sur les canaux calciques (Ca+2) et potassiques (K+).

Selon Frage et Abozeid (1997) cité par Al-Bataina et al., (2003) le cumin contient le

safrole, un composé mutagénique qui s'est avéré dégradé par cuisson et/ou irradiation.

Les études mutagéniques sur différentes souches de Salmonella typhimurum

(TA97a, TA98, TA100, et TA102) ont montré une action mutagénique oxydante très faible

provoquée par le cumin (Al-Bataina et al., 2003).
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I.2. La plante Rosmarinus officinalis :

Le romarin est une plante des coteaux arides, garrigues et lieux rocheux de la région

méditerranéenne et même un peu plus au sud jusqu’aux confins sahariens (Boullard, 2001).

Depuis l’antiquité, il est employé pour améliorer et stimuler la mémoire. Encore

aujourd’hui en Grèce, les étudiants en font brûler dans leurs chambres en période d’examens.

Les anthropologues et les archéologues ont découvert que le romarin a été employé

comme vertus médicinales, culinaires et cosmétiques en Egypte, Mesopotamia, Chine et en

Inde antiques (Stefanovits-Banyai et al., 2003).

I.2.1. Etymologie :

Le nom latin rosmarinus est habituellement interprété, comme dérivé "ros" de la rosée

et "marinus" d'appartenir à la mer, bien qu’elle se développe habituellement loin de la mer.

On a affirmé que cette interprétation est un produit d'étymologie traditionnelle, mais

probablement le nom original est dérivé du grec '"rhops" arbuste et "myron" baume.

(Heinrich et al., 2006).

I.2.2. Caractéristiques botaniques :

Cette plante appartient à la famille des Labiées. Elle se présente sous forme d’arbuste,

sous arbrisseau ou herbacée (Atik bekkara et al., 2007), mesurant environ de 0.8 à 2m de

hauteur (Gonzalez-Trujano et al., 2007).

Les feuilles sont étroitement lancéolées linéaires, friables et coriaces, les fleurs d’un

bleu pâle, maculées intérieurement de violet sont disposées en courtes grappes denses

s’épanouissent presque tout au long de l’année (Atik bekkara et al., 2007).
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Figure.2. Aspects morphologiques du romarin (Site web : www.Wikipedia).

I.2.3. Habitat et culture :

Le romarin est cultivé en méditerranée ; dans des sols drainés, au soleil (Bremness,

2002).On le cultive du début du printemps, jusqu'à l’été (Poletti, 1988).

I.2.4. Composition biochimique du romarin :

L’huile essentielle du romarin (1 à 2% dans la plante) contient : de l’α-pinène (7 à

80%), de la verbénone (1 à 37%), du camphre (1 à 38%), de l’eucalyptol (1 à 35%), du

bornéol (4 à 19%), de l’acétate de bornyle (jusqu’à 10%) et du camphène.

En plus de l’huile essentielle on trouve dans le romarin : 2 à 4% de dérivés

triterpéniques tels que : l’acide ursolique, l’acide oléanolique, l’acétate de germanicol ; des

lactones diterpéniques : picrosalvine, dérivés de l’acide carnosolique, rosmanol, rosmadial ,

des acides phénoliques , des acides gras hydroxylés surtout des dérivés de l’acide

décanoïque , des acides gras organiques : l’acide citrique, glycolique et glycérique , des

stérols, de la choline, du mucilage (Bellakhdar, 1997) et de la résine (Beloued, 1998).

Le criblage phytochimique de l'extrait ethanolique des parties aériennes du romarin a

indiqué la présence des flavonoïdes, des tannins et des saponines, et l’absence des alcaloïdes

détecté dans l’extrait aqueux. Les flavonoïdes détectés par la chromatographie sur couche

mince (CCM) sont la quercétine et le kaemphérol (Gonzalez-Trujano et al., 2007).

Règne : Plantes

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotyledones

Ordre : Lamiales (Labiales)

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espèce : Rosmarinus officinalis L.

(Quezel et Santa, 1963)
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Okamura et al., (1994) ont pu isoler de l'extrait hydro-méthanolique des feuilles du

romarin trois flavonoïdes glycosylés (lutéoline 3'-O-β-D-glucuronide, lutéoline 3'-O-(4″-O-

acétyl)-β-D-glucuronide, et lutéoline 3'-O-(3″-O-acétyl)-β-D-glucuronide), ainsi que

l'hespéridine.

La première application du système d’électrophorèse capillaire à détection

électrochimique a permis la détection de : l’hespérétine, l’acacétine, la diosmétine,

l’apigénine, la lutéoline, l’acide férulique, l’acide rosmarinique et l’acide caféique dans les

extraits ethanoliques du romarin (Peng et al., 2005).

En 2006 Almela et ses collaborateurs ont identifié par chromatographie liquide à

haute performance (HPLC), dans les extraits méthanoliques du romarin issus de différentes

matières (romarin sauvage et distillé) des composés classés en trois groupes : les diterpènes,

les flavonoïdes et les acides phénoliques. Les structures des diterpènes ont été reliées à l'acide

carnosique. Les flavonoïdes dérivent de deux flavones apigénine et la lutéoline : genkwanine ;

méthoxytectochrysine ; homoplantaginine ; scutellareine ; cirsimaritine et 6-hydroxylutéoline-

7-glucoside. L'acide rosmarinique était le seul acide phénolique identifié.

Les résultats de l’analyse d’HPLC élaborée par (Kosar et al., 2005) et (Luis et al.,

2007) ont montré respectivement la composition suivante : lutéoline-glucoside : 2 .90 mg/g ;

naringine-glucoside : 7.16 mg/g ; lutéoline : 2.45 mg/g ; apigénine : 1.80 mg/ g.

L’acide vanillique 0.004 mg/g ; l’acide caféique 0.012 mg/g ; naringine 0.570 mg/g ;

l’acide rosmarinique 2.080 mg/g ; hispiduline 0.020 mg/g ; cirsimaritine 0.080 mg/g ;

carnosol 0.580 mg/g ; acide carnosique 12.180 mg/g.

La Chromatographie liquide à détection par spectrométrie de masse (LC×LC - MS) a

montrée la composition suivante en acides phénoliques de l’extrait ethanolique du romarin :

l’acide gallique < 50 μg/g, l’acide chlorogénique 120 μg/g, l’acide syringique < 50 μg/g,

l’acide ρ- coumarique < 50 μg/g, l’acide férulique < 50 μg/g, (Kivilompolo et Hyotylainen,

2007).

18 éléments minéraux ont été identifiés par la spectrométrie d’émission atomique, les

plus abondants sont : Al : 146.48 mg/kg ; Ca : 7791.80 mg/kg ; Fe : 330.16 mg/kg ; K :

14916.23 mg/kg ; Mg : 1634.55 mg/kg ; Na : 2711.87 mg/kg ; P : 1474.60 mg/kg ; Cr :

97.36 mg/kg ; Sr : 74 .65 mg/kg (Arslan et al., 2007).



Etude bibliographique

10

I.2.5. Utilisation :

Le romarin est souvent cultivé pour son huile aromatique et considérée utile pour

contrôler l'érosion du sol. Dans la médecine traditionnelle ses parties aériennes sont utilisées

par voie orale pour soulager la colique rénale, les dysménorrhées et comme antispasmodique

(Gonzalez-Trujano et al., 2007).

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

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

En Espagne, l’huile du romarin est très populaire pour beaucoup de genres de douleur,

y compris les douleurs musculaires rhumatismales et traumatiques (Heinrich et al., 2006).

Au Maroc, l’infusion des feuilles est utilisée comme apéritif, cholagogue, stomachique

et emménagogue. En usage externe, les cataplasmes faits avec les compresses de la décoction

concentrée sont appliqués comme vulnéraires. La poudre des feuilles est saupoudrée comme

cicatrisant et antiseptique. La fumigation du romarin est indiquée pour calmer les maux de

dents. Depuis quelques décennies, l’huile essentielle du romarin est utilisée en massage

sédatif dans les rhumatismes et la sciatique. Les feuilles séchées servent à conserver la laine

de l’attaque des mites (Bellakhdar, 1997).

En Turquie, la décoction de feuilles du romarin a été traditionnellement employée

pour traiter les diabétiques (Bakirel et al., 2008).

L'infusion des feuilles est tonique, antitussive, carminative, antiasthmatique, fébrifuge,

et anti-paralytique (Arnold et al., 1997). On le recommande dans les asthénies, les troubles

du foie, contre les dyspepsies atoniques ainsi que contre les céphalées et les migraines

d’origine nerveuse, les vertiges et les troubles de mémoire (Poletti, 1988).

Il a été également employé en tant qu’analgésique, antiépileptique, diurétique, (Soyal

et al., 2007), ainsi que pour traiter l'ictère et sa fumée a été employée contre la peste

(Heinrich et al., 2006).

L’huile du romarin a été largement répandue pendant des siècles, comme un des

ingrédients en produits de beauté, savons, parfums, désodorisants, aussi bien pour

l'assaisonnement et la conservation des produits alimentaires (Arnold et al., 1997

I.2.6. Propriétés du romarin :

Le romarin est une herbe médicinale bien connue et considérablement évaluée,

largement répandue dans les produits pharmaceutiques et la médecine traditionnelle.

Elle est très appréciée pour ses propriétés aromatiques, anti-oxydantes,

antimicrobiennes et anti-tumorales.
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I.2.6.1. Activité antibactérienne :

Plusieurs auteurs ont rapporté que certains composés présents dans les extraits du

romarin possèdent des propriétés antibactériennes (Georgantelis et al., 2007).

Les effets des extraits aqueux et méthanoliques du romarin, sur la croissance du Streptococcus

sobrinus et sur l’activité extracellulaire de l’enzyme glucosyltransférase ont été étudiés par

Tsai et al., (2007). Les résultats ont suggéré que les extraits du romarin peuvent empêcher les

lésions de la carie en inhibant la croissance du Streptococcus sobrinus et peuvent aussi

éliminer la plaque dentaire par la suppression de l'activité de la glucosyltransférase.

Afin de chercher des nouveaux antiseptiques et des agents antimicrobiens, une autre

étude a été élaborée pour examiner les effets antimicrobiens des extraits et des composés

isolés de certaines plantes, sur l’ensemble de 29 bactéries et levures avec pertinence

dermatologique. L’extrait obtenu par le dioxyde de carbone (CO2) supercritique du romarin, a

présenté un large spectre antimicrobien. La croissance de 28 sur 29 germes a été empêchée

par cet extrait. L’examination du Carnosol, acide carnosique, acide ursolique, a

montré que seule l’acide carnosique a une activité antibactérienne (Weckesser et al., in

press).

Celiktas et al., (2007a) ont testé l’activité antimicrobienne des huiles essentielles et

des extraits méthanoliques du romarin, rassemblé de trois différentes régions et pendant

quatre intervalles de l'année. Leurs résultats ont indiqué que les bactéries testées étaient

sensibles aux huiles essentielles, partiellement aux extraits méthanoliques et que l’activité

antimicrobienne des huiles essentielles différent selon les variations régionales et

saisonnières.

Les 2 souches de la levure Saccharomyces et la bactérie Escherichia coli se sont

montrées sensibles vis-à-vis l’huile essentielle du romarin, tandis que la bactérie

Staphylococcus epidermis est résistante. L’huile a empêché également la réplication du

plasmide métabolique (F'lac) d’Escherichia coli (Schelz et al., 2006).

Une autre étude a révélée que les quatre souches d’ Escherichia coli O157:H7 sont

sensibles à la totalité des huiles essentielles testées. L’activité d’huile essentielle du romarin

était appréciable (Moreira et al., 2005).

Les 3 extraits commerciaux du romarin étaient actifs contre onze bactéries portées par

les aliments (Fernandez-Lopez et al., 2005). Le vibrio parahaemolyticus porté par les fruits

de mer infectés est inhibé par la suspension du romarin à 30 C° (Yano et al., 2006).
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La germination et la multiplication des cellules végétatives des spores bactériennes de

Clostridium botulinum 62A et Bacillus cereus T est empêchée par l’ensemble des huiles

essentielles testées, y compris celle du romarin (Chaibi et al., 1997).

Les résultats d’Abutbul viennent suggérer l’utilisation du romarin comme traitement

contre les maladies causées par le Streptocoque iniae, la bactérie qui cause des pertes

économiques significatives dans l'industrie d'aquaculture dans le monde entier (Abutbul et

al., 2004).

I.2.6.2. Activité antifongique :

La biosynthèse de l’aflatoxine a été inhibée totalement par l’huile essentielle du

romarin, à une concentration de 450 ppm. Selon les auteurs les résultats indiquent le

potentiel de cette huile essentielle en tant que préservatif naturel contre l’Aspergillus

parasiticus (Rasooli et al., 2008).

En utilisant la technique standard de diffusion sur gélose Sacchetti, et ses

collaborateurs (2005) ont évalué l'activité biologique de 11 huiles essentielles y compris

celle du romarin, les résultats ont montré que la plupart de ces huiles ont une activité

inhibitrice modérée contre les cinq levures (Candida albicans, Rhodotorula glutinis,

, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lypolitica) examinées.

I.2.6.3. Activité antivirale :

L’évaluation de l’activité antivirale de l’extrait commercial du romarin, a indiqué qu’il

ya une inhibition de l’infection par le virus de l’immunodéficience humaine (HIV) aux

concentrations très basses, qui ont étaient également cytotoxiques. Cependant, le carnosol a

montré une activité anti-HIV à une concentration de 8μM qui n'était pas cytotoxique

(Aruoma et al., 1996).

I.2.6.4. Activité ovicide :

L’huile essentielle du romarin s’est avérée un agent ovicide contre trois espèces de

moustique (Anopheles stephensi, Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus) (Prajapati et al.,

2005). De même Gillij et al., ont trouvé que cette huile présente une activité répulsive contre

le moustique Aedes aegypti (Gillij et al., 2007).

Dans le cadre de la protection des produits stockés Papachristos et Stamopoulos

(2002), (2004) ont trouvé que les œufs, les larves et les pupes d’Acanthoscelides obtectus

sont sensibles aux vapeurs des huiles essentielles du romarin.
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I.2.6. 5. Activité anti-oxydante :

L'activité anti-oxydante du romarin est connue depuis environ 30 années (Nassu et al.,

2003). En raison de ses propriétés anti-oxydantes, le romarin est largement accepté en tant

qu'une des épices qui a l’activité anti-oxydante la plus élevée (Wang et al., 2008).

22 volontaires ont inhalé l’arome des huiles essentielles de la lavande et du romarin

pendant 5 minutes, par la suite les salives ont été rassemblées pour mesurer l’activité anti-

radicalaire salivaire en utilisant le test au DPPH, ainsi que les variations dans les taux des

substances actifs salivaires (cortisol, immunoglobuline A sécrétoire (IgAs), et α-amylase).

Les valeurs de l’activité anti-radicalaire salivaire ont été augmentées, tandis que les

taux du cortisol se sont diminués et aucun changement crucial n'a été noté pour les IgAs et l’α

- amylase. Les résultats ont montré une corrélation inverse significative entre les valeurs de

l’activité anti-radicalaire et les taux de cortisol pour chaque concentration de stimulation du

romarin (Atsumi et al., 2007).

Dans une autre étude les propriétés anti-oxydantes et anti-radicalaires de 11 huiles

essentielles, ont été examinées au moyen du test de blanchissement du β–carotène, le test au

DPPH et l’analyse photochimioluminescence (PCL). Les résultats ont montré que l’huile

essentielle du romarin était parmi les huiles qui ont une activité importante (Sacchetti et al.,

2005).

La comparaison in vitro de l’activité anti-oxydante d’huile essentielle du romarin avec

celles de ses principaux composants (1,8-cinéole, α- pinène et β- pinène) au moyen de l’essai

au DPPH et l’essai de blanchissement du β– carotène, a montré que l’huile essentielle était

plus active que ses composants dans les deux modèles d’essai (Wang et al., 2008).

Sur la base des observations Gladine et ses collaborateurs ont conclue que les

extraits des plantes riches en polyphénols choisis pour l’expérience, en particulier le romarin

pourraient être des nouvelles sources d'antioxydants chez les animaux rendus extrêmement

sensibles à la lipoperoxydation, par le biais d’un régime alimentaire riche en acides gras

n-3 polyinsaturés et qu'aucune corrélation entre la capacité anti-oxydante in vitro et in vivo

de ces extraits (Gladine et al., 2007).

Divers modèles d’essai expérimentaux ont été employé pour la caractérisation des

propriétés anti-oxydantes des extraits aqueux, de quatre herbes appartenant à la famille de

Lamiacée : Origanum vulgaris, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis et Thymus vulgaris.

Les extraits ont montré des degrés variables d'activité dans tous les essais utilisés (Dorman et

al., 2003).
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Plusieurs auteurs ont étudié l'utilisation des extraits du romarin comme antioxydants

pour conserver les produits à base de viande : (Nassu et al., 2003) ; (Balentine et al., 2006) ;

(Fernandez-Lopez et al., 2005) ; (Sebranek et al., 2005) et les huiles végétales : (Nogala-

Kalucka et al., 2005) ; (Samotyja et al., 2007). Les résultats obtenus font toujours l’objet de

l’intéressante activité anti-oxydante de cette plante.

I.2.6. 6. Effet anti-carcinogène :

Grâce à certains composants (carnosol, rosmaridiphénol, rosmanol et l’acide

rosmarinique), le romarin est considéré comme une thérapie contre le cancer (Atik bekkara

et al., 2007).

L’étude élaborée par (Singletary, 1996 a) a démontré que l’extrait commercial du

romarin et le carnosol sont des inhibiteurs des tumeurs mammaires, provoquées par le

dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) chez les rats.

Slamenova et al., (2002) ont mentionné que l’exposition des cellules traitées par deux

types d’oxydants (le bleu de Méthylène excité par la lumière visible, et le peroxyde

d’hydrogène (H2O2)), aux différentes concentrations de l'extrait ethanolique du romarin dilué

dans le milieu de culture, a comme résultat une réduction de l'activité génotoxique de ces

oxydants.

De même l’effet anti-carcinogène été étudié par Visanji et ses collaborateurs (2006).

Ces auteurs ont constaté que le traitement des cellules de Caco-2 (des cellules issues d’un

cancer du colon), par le carnosol et l'acide carnosique a empêché l’incorporation de la

thymidine-H3 d’une manière dépendante de la dose. Cet effet a été associé par l’accumulation

des cellules traitées dans la phase G2 / M du cycle cellulaire.

Le carnosol s'est avéré exercer son effet après pro-métaphase, tandis que l'acide

carnosique a arrêté la multiplication des cellules avant la pro-métaphase.

I.2.6.7. Effet anti-acétylcholinestérase :

Des extraits aqueux et méthanoliques de 11 plantes utilisés dans la médecine

traditionnelle Danoise pour l'amélioration de la mémoire, ont été examinés pour évaluer leur

activité inhibitrice d'acétylcholinestérase en utilisant la méthode colorimétrique d'Ellman.

L’extrait méthanolique du romarin a montré une inhibition modérée (17 %) de

l'enzyme à une concentration de 0.1 mg/ml (Adsersen et al., 2006).

L’activité anti-radicalaire, anti-oxydante et anti-acétylcholinestérase des huiles

essentielles, des extraits d'éthanol et de l’eau bouillante de cinq plantes aromatiques sont
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évaluées. Toutes les plantes ont montré une activité anti-acétylcholinestérase modérée el la

meilleure activité inhibitrice a été montrée par l'huile essentielle du romarin (Mata et al.,

2007).

L’huile essentielle, les extraits de : l'éther de pétrole ; acétate d’éthyle ; chloroforme ;

méthanol du romarin et l’acide rosmarinique ont été examinés in vitro à des concentrations de

0.2, 0.5, et 1 mg/ml pour évaluer leurs activités inhibitrices de l'acétylcholinestérase et la

butyrylcholinestérase. L’inhibition des deux enzymes était non significative aux

concentrations 0.2 et 0.5 mg/ml. A la concentration 1 mg/ml la butyrylcholinestérase a été

inhibée respectivement par l’acide rosmarinique, l’extrait méthanolique, l’huile essentielle et

l’extrait d’éther de pétrole, tandis que l'acétylcholinestérase a été inhibée seulement par l'huile

essentielle du romarin (Orhan et al., 2007).

I.2.6.8. Effet anti -hyperglycémiant :

Les observations après l’administration orale de différentes doses de l'extrait

ethanolique du romarin, à 3 groupes de lapins (lapins ayant une glycémie normale, lapins

ayant une hyperglycémie provoquée par l’administration orale du glucose, lapins diabétiques

d’alloxane) ont clairement montré que cet extrait exerce une activité hypoglycémiante et

anti-hyperglycémiante remarquable à une dose de 200 mg /kg (Bakirel et al., 2008).

I.2.6.9. Effet anti-hépatotoxique :

De nombreuses études ont été réalisées pour étudier l’effet anti-hépatotoxique du

romarin. Le travail de Sotelo-Felix et al., (2002) a été concentré pour l’évaluation de

l’efficacité de l’extrait méthanolique du romarin pour normaliser certains paramètres

histologiques et biochimiques du foie, après l’ingestion d’un hépatotoxine le tétrachlorure de

carbone (CCl4). Les résultats ont indiqué que cet extrait a empêché la peroxydation lipidique,

l’inflammation, la nécrose, normalisé les taux de la bilirubine, le glycogène et l’activité de

l’alanine aminotransférase et enfin il a augmenté l’activité du glutathion S-transférase (GST).

De même, l’hépatotoxicité induite par l'Azathioprine (AZA) chez les rats, a été

évaluée en surveillant la fonction du foie après l’administration orale des extraits aqueux de 3

plantes (Hibiscus sabdariffa, Rosmarinus officinalis et Salvia officinalis).

Les résultats ont montré une réduction des taux de l’alanine aminotransférase, de

l’aspartate aminotransférase, du malonialdehyde et la disparition de l’effet inhibiteur d'AZA

sur les activités de la catalase (CAT), du glutathion (GSH) et du superoxyde dismutase (SOD)

(Amin et Hamza, 2005).
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Des souris sont soumises à des rayonnements (γ) pour étudier l'effet radioprotectecteur

de l'extrait aqueux du romarin. Chez le groupe expérimental ils ont constaté une

diminution de la peroxydation des lipides, accompagné d'une augmentation de la

concentration de l’GSH et que les variations des paramètres biochimiques (taux du glycogène,

des protéines, de la phosphatase acide et alcaline, du Cholestérol) ont étaient peu

significatives. Certaines valeurs ont regagnées presque la normale vers le 30ème jour, tandis

que chez le groupe témoin les valeurs normales n’ont été jamais atteintes (Soyal et al., 2007).

Les résultats de l’étude élaborée par (Singletary, 1996b), a montré le potentiel de

l'extrait diététique du romarin et du carnosol de stimuler in vivo les activités des enzymes du

foie, la quinone réductase(QR) et le GST.

I.2.6.10. Autres effets :

Les effets anti-nociceptifs de l'extrait ethanolique des pièces aériennes du romarin, ont

été étudiés par Gonzalez-Trujano et al., (2007) en employant différents modèles

expérimentaux de la douleur. La comparaison des résultats obtenus avec ceux du tramadol et

de l’acide acétylsalicylique a montré que, les extraits possèdent une activité anti-nociceptive

et anti-inflammatoire très importante, ce qui renforce l’utilisation médicinale traditionnelle de

cette plante.

L'extrait hydro-ethanolique du romarin a diminué les lésions ulcératives produit par,

l'indométhacine, l'éthanol et la réserpine chez les rats (Correa Dias et al., 2000) .

Haloui et al., (2000) ont indiqué que les extraits aqueux du romarin ont une activité

diurétique et un effet considérable sur l'excrétion urinaire d’eau et des électrolytes (Na+, K + et

Cl‾), à une dose de 8%.
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II. LES FLAVONOIDES :

II.1. Les polyphénols :

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme

secondaire des plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques,

avec ou non d’autres fonctions et comportant au moins 8000 structures connues différentes

(Bahorun, 1997), allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que,

les acides phénoliques à des composés hautement polymérisés comme les tannins. Ils font

partie intégrante de l’alimentation humaine et animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

II.1.1.Classification :

Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes :

 Les flavonoïdes

 Les tanins

 Les stilbènes

 Les lignanes et les coumestanes

 Autres phytoestrogènes

 Les saponines (triterpenoïdes)

 Les phytostérols et les phytostanols

Bien qu'ils ne soient pas des polyphénols, on ajoute ordinairement à cette liste les

isothiocyanates, qui dérivent de l'hydrolyse des glucosinolates (Dacosta, 2003).

II.1.2. Biosynthèse :

Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétiques :

 celle de l’acide shikimique

 celle issue de l’acétate

De plus la diversité structurale des composés polyphénoliques due à cette double origine

biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux

voies dans l’élaboration de composés d’origine mixte, les flavonoïdes (Martin et

Andriantsitohaina, 2002).
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II.1.3. Effets biologiques des polyphénols :

Les polyphénols sont associés à de nombreux processus physiologiques interviennent

dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise à des blessures

mécaniques. La capacité d’une espèce végétale à résister à l’attaque des insectes et des micro-

organismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Ces composés montrent des activités anti-carcinogènes, anti-inflammatoires, anti-

athérogènes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux

(Babar Ali et al., 2007), anti-allergènes, vasodilatateurs (Falleh et al., 2008) et antioxydants

(Gomez-Caravaca et al., 2006).

Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en

thérapeutique. Ils sont regroupés dans la catégorie des veinotoniques et des vasculo-

protecteurs. Parmi les veinotoniques, nous citerons le Relvenet ou le Cirkant renfermant du

ruténoside, le Daflont ou le Diosmilt renfermant de la diosmine. Un certain nombre de

molécules polyphénoliques sont également en étude clinique comme des anti-agrégant

plaquettaire, ou hypotenseur sans résultats probants (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Figure.3. Effets biologiques des polyphénols

(Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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II.2. Les flavonoïdes :

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoïdes sont

des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. On estime que 2 % environ du carbone

organique photo-synthétisé par les plantes, soit quelques 109 tonnes par an, est converti en

flavonoïdes (Lhuillier, 2007).

II.2.1. Etymologie:

L'expression flavonoïde a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour

designer les pigments ayant un squelette (C6-C3-C6), provenant du mot latin flavus qui signifie

jaune (Bouakaz, 2006).

II.2.2. Découverte des flavonoïdes :

L'intérêt nutritionnel pour les flavonoïdes date de la découverte de la vitamine C, à la

suite des travaux de Szent Gyorgyi en 1938. Le scorbut expérimental cède à l'ingestion de jus

d’agrumes mais résiste à la seule administration d'acide ascorbique. Plus pratiquement, les

symptômes hémorragiques du scorbut liés à la fragilité des vaisseaux sont guéris par

des extraits de Paprika et du jus de citron alors que l'acide ascorbique seul est inefficace.

Les analyses chimiques ont montré que la fraction active était de nature flavonoïque.

Cette action des flavonoïdes sur la perméabilité vasculaire a été appelée propriété vitaminique

P (P étant la première lettre du mot perméabilité). Cette notion de vitamine P n’existe plus à

l’heure actuelle puisqu'elle ne correspond pas à la définition classique des vitamines.

Les flavonoïdes sont considérés comme des micronutriments importants puisqu’ils

peuvent jouer des rôles antioxydants ou posséder des propriétés biologiques diverses (Milane

,2004).

II.2.3. Structure chimique :

Les flavonoïdes sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone (Milane,

2004) à 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques, que

désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, que désigne la lettre C

(Dacosta, 2003), portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides (Milane, 2004).

On signale que le noyau flavone est lui même un dérivé du noyau flavane de base
(Milane, 2004).
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Figure.4. Structure de base des flavonoïdes Figure.5. Schéma simplifie des flavonoïdes

(Dacosta, 2003).

II.2.4. Classification :

Tous les flavonoïdes ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possèdent le

même élément structural de base. Ils peuvent être regroupés en différentes classes selon le

degré d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B relié à l’hétérocycle C dans les

positions 2, 3 (Figure.6).

 Dans la position 2 : le flavonoïde est appelé Flavane.

 Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyl la flavane est appelé

Flavanone.

 Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est

nommé Flavone.

 Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est désigné

par le nom de Flavonol.

Dans la position 3 : le flavonoïde est désigné par le terme Isoflavane (Bouakaz, 2006).
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Figure.6. Structures des différentes classes de flavonoïdes

(Gamet-Payrastre et al., 1999).

II.2.5. La substitution du squelette flavonique :

IL existe différents processus de substitution du squelette flavonique et qui sont à l’

origine de l’extraordinaire diversité des structures flavoniques.

II.2.5.1. O-substitution :

II.2.5.1.1. Hydroxylation :

Les hydroxyles 5 et 7 viennent s'introduire avant la formation du noyau A. Pour ce

fait, ils sont considérés comme hydroxyles originels. II est de même pour l’hydroxyle en 4'

du noyau B, tous les autres seront des extra-hydroxyles (Benakacha, 2001).

L’hydroxylation du noyau B dans la position 3' se fera après la fermeture de

l’hétérocycle C. La position 2' et 6' du cycle B sont rarement hydroxylées (Bouakaz, 2006).
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II.2.5.1.2. Méthoxylation :

C’est la métylation des hydroxyles aussi bien originels que les extra-hydroxyles

(Bouakaz, 2006).

II.2.5.1.3. O-glycosylation :

Les flavonoïdes sont souvent présentés comme O- ou C glycosides ; La liaison O dans

les flavonoïdes se produit fréquemment plus que la liaison C.

Le D-glucose est de loin le monosaccharide le plus courant, d’autres hexoses, ainsi

que des pentoses, et le D-apiose sont fréquents avec le L-rhamnose (seul désoxyhexose) et des

acides uroniques. On trouve également des disaccharides, des trisaccharides et quelques rares

tétrasaccharides. Les sucres peuvent à leur tour être substitués par des groupements acyles tels

que le malonate ou l’acétate (Lhuillier, 2007).

Pas moins de 90% de flavonoïdes isolés des plantes sont glycosylés (Le et al., 2007),

La plupart des flavonoïdes sont glycosylés excepte la catéchine (Rice-Evans, 2001).

La liaison s’établit entre un hydroxyle phénolique et un autre hydroxyle alcoolique

d’un sucre. Un deuxième sucre peut se rattacher à la structure flavonique soit avec un autre

OH phénolique soit avec un OH alcoolique du sucre déjà fixé.

L’O-glycosylation se fait préférentiellement avec l’hydroxyle de la position 7 qui

constitue le site préférentiel de la glycosylation dans le cas des flavones et les flavanones et en

position 3 chez les flavonols (Bouakaz, 2006).

II.2.5.2. C-substitution :

II.2.5.2.1. C-méthylation :

Le méthyle est directement lié au cycle benzénique par une liaison carbone-carbone,

cette liaison est rencontrée en position 6 ou en position 8, ou encore en position 6 et 8

(Bouakaz, 2006).

II.2.5.2.2. C- glycosylation :

Le sucre est lié directement au cycle benzénique par une liaison carbone-carbone.

Dans cette glycosylation la liaison s’établit entre le carbone du sucre et celui en position 6 ou

8 de la génine. (Benakacha, 2001).
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La rupture de la liaison génine-ose est plus difficile dans le cas des C-hétérosides que

dans celui des O-hétérosides (Milane, 2004). Dans certains composés les deux modes de

glycosylation coexistent (Benakacha, 2001).

II.2.6. Origine biosynthétique :

Les flavonoïdes possèdent tous le même élément structural de base, car ils dérivent

d’une origine biosynthétique commune. Le cycle A est formé à partir de trois molécules de

malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose. Les cycles B et C

proviennent eux aussi du métabolisme du glucose, mais par la voie du shikimate via la

phénylalanine qui est convertie en ρ-coumarate puis en ρ-coumaroyl-CoA.

Le ρ-coumaroyl-CoA et les 3 malonyl-CoA se condensent en une seule étape

enzymatique pour former une chalcone, la 4, 2’,4’, 6’-tétrahydroxychalcone (réaction

catalysée par la chalcone synthétase). Le cycle C se forme par cyclisation de la chalcone,

réaction catalysée par la chalcone-isomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du

cycle conduisant à une seule 2(S)-flavanone : la naringénine. Ce cycle s’hydrate ensuite pour

former les différentes classes de flavonoïdes (Lhuillier ,2007).

Des étapes ultérieures surtout de glycosylation et acylation amènent les flavonoïdes à la

forme définitive dans laquelle elles se trouvent in vivo (Bouakaz, 2006).
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Figure.7. Voie de biosynthèse des flavonoïdes (Milane, 2004) .



Etude bibliographique

25

II.2.7. Propriétés Physico-Chimiques des flavonoïdes :

II.2.7.1. Solubilité et l’extraction :

Les génines sont pour la plupart, solubles dans les solvants organiques apolaires.

Les hétérosides peuvent être extraits, le plus souvent à chaud, par de l'acétone ou par

des alcools additionnés d'eau. Il est possible de procéder ensuite à une évaporation sous vide

et lorsque le milieu ne contient plus que de l'eau, de mettre en œuvre une série d'extractions

liquide-liquide par des solvants non miscibles à l'eau (Bruneton, 1999). Si les aglycones sont

les cibles, une hydrolyse chimique est habituellement effectuée avec de l'acide chlorhydrique

ou l’acide formique à des températures élevées, l'hydrolyse enzymatique est également

employée. Si l'intérêt des flavonoïdes-glycosylés intacts, l'hydrolyse devrait naturellement

être empêchée (De Rijke et al., 2006).

II.2.7.2. Dosage :

Les méthodes de dosage classiques sont le plus souvent, colorimétriques ou

spectrophotométriques. L’ HPLC offre maintenant la possibilité d'une estimation rapide et

précise de tous les flavonoïdes (Bruneton, 1999).

II.2.8. Biodisponibilité des flavonoïdes :

Les flavonoïdes présentent ainsi des propriétés bénéfiques biologiques et anti-

oxydantes. Cependant la qualité nutritionnelle et les effets systémiques des flavonoïdes

dépendent de leur absorption au niveau du tractus digestif.

Peu d’études systématiques ont été menées sur la pharmacocinétique des flavonoïdes

chez l’homme. Toutefois, d’après des expériences menées sur des flavonoïdes provenant de

l’alimentation, il apparaît que leur absorption est faible et implique des mécanismes encore

mal connus. Seuls les aglycones sont supposées être absorbables, alors que les glycosides,

doivent subir l’hydrolyse de leur liaison osidique par l’action de la microflore intestinale pour

leur permettre d’être absorbés au niveau du côlon. Les principaux sites de métabolisme sont la

flore intestinale et le foie. Les métabolites glucuro- et sulfoconjugués des flavonoïdes

absorbés sont éliminés principalement par la bile, l’excrétion urinaire ne représentant que 3 à

6 % de l’élimination totale (Milane, 2004).
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II.2.9. Consommation des flavonoïdes :

La prise moyenne quotidienne des flavonoïdes est 14.4 mg dont (35.2%) viennent des

fruits, (19.1%) des légumes, (16.9%) du vin et (16.0%) du thé (Ramassamy, 2006). La

quercétine est régulièrement consommée par l’homme car c'est le flavonoïde principal trouvé

dans le régime alimentaire (Tieppo et al., 2007).

Leur ingestion diététique est tout à fait haute, comparé à d'autres antioxydants

diététiques comme les vitamines C et E (Fiorentino et al., 2007).

II.2.10. Distribution des flavonoïdes dans les plantes :

A de rares exceptions près, seules les plantes ont la capacité de biosynthétiser des

flavonoïdes. Les flavonoïdes peuvent être présents dans toutes les parties des plantes. Dans la

majorité des cas, les flavonoïdes sont présents sous forme glycosylée dans les plantes car la

glycosylation a pour effet de les rendre moins réactifs et plus hydrosolubles permettant alors

leur stockage dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs, de l’épiderme et du

mésophylle des feuilles, des parenchymes des tiges et racines. Les génines seules sont

présentes dans les exsudats farineux de certaines plantes, dans les cuticules des feuilles,

écorces et bourgeons ou sous forme de cristaux dans les cellules de certaines Cactaceae et

plantes de régions arides (Lhuillier ,2007). On les trouve en abondance dans les familles

suivantes : Polygonacées; Apiacées; Rutacées; Astéracées; Légumineuses (Milane, 2004).

Le monde animal est lui aussi concerné par les flavonoïdes. On trouve par exemple de

la chrysine, la quercétine, et de la galangine dans la propolis des abeilles (Marfak, 2003).

Il est à noter que les flavanones et les flavones ont été isolés d’un corail marin et d’un

petit nombre de champignons (Lhuillier, 2007).

II.2.11. Propriétés biologiques :

La principale propriété initialement reconnue aux flavonoïdes est d'être "veino-actifs",

c'est-à-dire capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur

résistance (Bruneton, 1999).

II.2.11.1. Activité anti-oxydante :

Les flavonoïdes ont été découverts dans les années 30 par Albert Szent-Gyorgyi,

lauréat prix Nobel, en tant que des composés avec l'activité anti-oxydante prononcée (Hodek

et al., 2002). Les flavonoïdes expriment les propriétés anti-oxydantes par : Le piégeage direct

des espèces réactives de l’oxygène (ERO), La suppression de la formation des ERO par
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l’inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans leur

production, La protection des systèmes de défense antioxydants de l’organisme (Boudiaf,

2006).

II.2.11.2. Propriétés pro-oxydantes :

Nous avons décrit précédemment les propriétés anti-oxydantes des flavonoïdes mais il

ne faut pas négliger leurs propriétés pro-oxydantes. Parfois les flavonoïdes jouent un rôle de

pro-oxydants. En effet, plusieurs d'entre eux ont été décrits comme responsables d'auto-

oxydation et de la génération de radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde d'hydrogène.

En définitive, certains flavonoïdes pourraient accélérer la survenue de l'atteinte

oxydative de l'ADN, des protéines et des glucides in vitro. Alors, le potentiel pro-oxydant de

ces composés ne doit pas être négligé dans le mécanisme d'action des flavonoïdes (Milane,

2004).

II.2.11.3. Inhibition enzymatique :

En règle générale, les flavonoïdes sont in vitro, des inhibiteurs enzymatiques de

l'histidine-décarboxylase par le quercétol ou la naringénine; l’élastase; l’hyaluronidase, par

les flavones et surtout par les proantho-cyanidols; la phosphodiésterase de l'AMPc; l'aldose-

réductase par le quercétiroside, ainsi que par des méthoxyflavones; la protéine-kinase,

notamment par le lutéolol; plusieurs flavonoïdes (cirsiliol, hypolaetine, etc.) sont de puissants

inhibiteurs de la 5-lipoxygénase. Quant à (lutéolol, apigénol, chrysine, etc.) inhibent la cyclo-

oxygénase (Bruneton, 1999).

Quelques flavonoïdes sont des inhibiteurs efficaces de la biosynthèse des

prostaglandines. Cet effet est dû à l'inhibition de certains enzymes (lipoxygénase,

phospholipase, cyclo-oxygénase) impliquées dans leur biosynthèse.

L’activité anti-tumorale de plusieurs flavonoïdes (pinostrobine, quercétine, morine

myricétine,) est attribuée à leurs efficacité d’inhiber la topoisomérase I et II (Hodek et al.,

2002).

Beaucoup d’efforts ont été fait pour la recherche des inhibiteurs efficaces de la

tyrosinase, l’enzyme clef dans la biosynthèse de la mélanine. Les flavonoïdes présentent le

groupe le plus étudié des polyphénols. Les résultats des travaux de Gao, et ses

collaborateurs (2007) ont montré que les 5, 6,7-trihydroxy-flavones sont utiles en tant

qu’agents de dépigmentation.
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Plus rarement, les flavonoïdes peuvent stimuler une activité enzymatique : c'est le cas de

la proline-hydroxylase (Bruneton, 1999).

II.2.11.4. Activité anti-tumorale :

La plupart des flavonoïdes sont in vitro, antimutagènes ; a contrario, quelques

flavonols sont sur les mêmes modèles mutagènes et un petit nombre d'entre eux sont anti-

cancérogènes et inhibiteurs de la croissance des cellules tumorales in vitro (Bruneton, 1999).

Les effets anti-carcinogènes de la quercétine et d'autres flavonoïdes deviennent de

plus en plus évidents (Hollman et al., 1996).

Tieppo et al., (2007) ont démontré que la quercétine n’était pas génotoxique et en

revanche, elle a augmenté la stabilité génomique chez les rats ayant une cirrhose biliaire

induit par la ligature cholagogue.

En plus de l'activité anti-oxydante (Li et Jiang, 2007) ont observé une activité

anticancéreuse, pour l'épicatéchine, procyanidine B2, procyanidine B4 de la fraction d'acétate

d’éthyle des extraits du litchi.

II.2.11.5. Effets cardiovasculaires :

Récemment, beaucoup d'études se sont concentrées sur les effets cardiovasculaires des

flavonoïdes. Les rapports épidémiologiques ont démontré que les gens peuvent avoir une

incidence plus limitée en maladies du cœur, s'ils ont une ingestion diététique élevée en

flavonoïdes (Xu et al., 2007).

Parmi les 17 flavonoïdes examinés par Xu et ses collaborateurs (2007), les agents de

relaxation vasculaires les plus efficaces sont l’apigénine, lutéoline, kaempferol et la

génisteine. Cette relaxation est attribuée à l'action directe des flavonoïdes sur le muscle lisse

vasculaire.

II.2.11.6. Autres propriétés :

Des flavonoïdes ayant une activité antivirale ont été identifiés depuis 1940, mais des

tentatives ont été faites récemment, pour faire des modifications synthétiques pour améliorer

leur activité antivirale.

D’après Middleton et al., (2000) la quercétine, morine, rutine, dihydroquercétine,

dihydrofisetine, leucocyanidine, apigénine, catéchine, hespéridine et la naringine possèdent

une activité antivirale contre 11 types de virus. L'activité antivirale semble être associée aux
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composés non glycosylés et l’hydroxylation en position 3 est apparemment nécessaire à cette

activité.

La myricétine empêche la croissance de Burkholderia cepacia multi-résistante,

enterococci vancomycine-resistante, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus

epidermidis (Hodek et al., 2002). Les Flavanones et quelques dihydroflavonols empêchent la

croissance du Streptococcus mutans et Streptococcus sobrinus.

Lahouel et ses collaborateurs, (2004) ont évalué l’effet des flavonoïdes donnés par

voie orale pendant 14 jours, vis-à-vis la toxicité hématologique et hépatique du

cyclophosphamide et de la vinblastine, ainsi que la toxicité hépatique du paracétamol. Chez

les rats prétraités par les flavonoïdes il apparaît une nette amélioration dans les effets

toxiques.

La quercétine et la rutine une fois administré oralement aux souris hyper-uricémique

induits par l’oxonate de potassium, réduisent les niveaux d'acide urique dans le sérum, mais

avec un profil pharmacologique partiellement différent de celui de l'allopurinol. Ces effets

hypo-uricémiques sont partiellement dus à l'inhibition des activités de la xanthine

déshydrogénase et la xanthine oxydase XDH/XO (Zhu et al., 2004).

Selon (Tieppo et al., 2007) la quercétine et les flavonoïdes protègent contre les

cataractes diabétiques, empêchent l'agrégation plaquettaire et l'oxydation des lipoprotéines de

faible densité (LDL).

Les Flavonoïdes peuvent être des : antispasmodiques, hypocholestérolémiants,

diurétiques, (Bruneton, 1999), analgésiques (Gonzalez-Trujano et al., 2007).

Leurs effets bénéfiques ont été décrits pour le diabète mellitus, le mal de tête et

l’ulcère de l'estomac et du duodénum (Van Ackher et al., 1998).

Quelques flavonoïdes montrent également une variété d'effets biologiques tels qu'anti-

inflammatoire, antiallergique, ainsi que la capacité de stimuler le système immunitaire

(Merken et Beecher, 2000).

Cependant, tous les flavonoïdes n’ont pas des activités nécessairement intéressantes.

Quelques flavonoïdes ont des effets mutagènes et / ou pro-oxydant (Hodek et al., 2002).

II.2.12. Rôles des flavonoïdes chez les plantes :

Les flavonoïdes sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ils sont

responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois feuilles. Quand ils ne sont pas

directement visibles, ils contribuent à la coloration par leur rôle de co-pigments.
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Dans certains cas, la zone d'absorption de la molécule est située dans le proche

ultraviolet : la coloration n'est alors perçue que par les insectes qui sont ainsi efficacement

attirés et guidés vers le nectar et donc contraints à assurer le transport du pollen (Bruneton,

1994). On peut également noter que les flavonoïdes, en repoussant certains insectes par leur

goût désagréable, peuvent jouer un rôle dans la protection des plantes.

Les flavonoïdes montrent d’autres propriétés intéressantes dans le contrôle de la

croissance et du développement des plantes en interagissant d’une manière complexe avec

diverses hormones végétales de croissance. Certains d’ entre eux jouent également un rôle de

phytoalexines, c’est-à-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour

lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries (Marfak, 2003).

De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation, la morphogenèse, la

détermination sexuelle, la photosynthèse et la régulation des hormones de croissance des

plantes (Lhuillier, 2007).

II.2.13. Emplois thérapeutiques des flavonoïdes :

L'utilité thérapeutique de ces composés a été démontrée dans les hémorragie gastro-

intestinale, avortement habituel, ménorragie, cystite saignante, tuberculose hémoptysie, la

maladie de Meniere, épistaxis, rétinopathie, hémorroïdes et syndrome de Raynaud.

Ils ont été fréquemment combinés avec la vitamine K et l’acide ascorbique.

Récemment, Les rutosides hydroxyéthylés s'ont avérés efficaces dans l'allégement des

symptômes provoqués par l'insuffisance veineuse chronique des membres inférieurs, varicosis

de grossesse et d'autres maladies veineuses. Le (+)-cyanidanol-3 a été de plus en plus

employé dans le traitement de l'hépatite virale aiguë et diverses autres maladies du foie

(Parmar et Ghosh, 1980).

Une étude clinique a permis de montrer une activité anticancéreuse de la quercétine,

administrée par voie intraveineuse chez des patients atteints du cancer. Le resveratrol est

actuellement en phase I, d’étude clinique pour son utilisation dans le traitement du sida. Il est

également en phase d’études préclinique et clinique pour son utilisation dans le traitement de

divers cancers (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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III. LE STRESS OXYDANT :

III.1. Historique :

Radicaux libres, les espèces réactives d’oxygène (ERO), le stress oxydant et

antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la

santé et même pour le grand public. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il faut

rappeler que dans le milieu des années 50, R. Gerschman puis D. Hartman évoquaient déjà la

toxicité de l’oxygène et la « free radical theory » pour expliquer le processus du

vieillissement. En 1969, les Américains McCord et Fridovich isolent à partir de globules

rouges humains un système enzymatique antioxydant la SOD, démontrant ainsi pour la

première fois que notre organisme produit bel et bien des ERO dont il doit se protéger. Cette

découverte sera le point de départ d’une intense recherche scientifique dans le monde entier

sur le stress oxydant et les antioxydants (Favier, 2003) .

III.2. Définition d’un radical libre :

La majeure partie de la toxicité de l’oxygène provient de la formation de radicaux

libres, c'est-à-dire, selon la définition proposée par Halliwell et Gutteridge, d’espèces capables

d’existence indépendante, contenant un ou plusieurs électrons non appariées dits électrons

célibataires, ces radicaux peuvent se former par transferts mono-électroniques ou par scission

homolytique de liaison covalente selon le schéma suivant : (Bonnefont-rousselot et

al., 2003).

A. + B. rupture homolytique radicaux libres

A : B

A+ + B‾ rupture hétérolytique ions

Après une rupture homolytique, chacun des deux électrons intervenant dans la liaison

entre les atomes A et B gagne l’orbitale externe de ces atomes, qui deviennent alors des

radicaux libres (Bonnefont-rousselot et al., 2003).

Du fait de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance à revenir

immédiatement à un état stable en donnant un électron ou en prenant un à une autre molécule

: ils peuvent donc être réducteurs ou oxydants. En jouant le rôle d’accepteur ou donneur

d’électrons, les radicaux libres ont donc la propriété d’être extrêmement réactifs vis-à-vis des

autres molécules, possédant un temps de demi-vie extrêmement court (de la nano- à la

milliseconde) (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Bien que le terme de radical libre ait souvent
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été assimilé à une espèce réactive ou à un oxydant, il est important de signaler que tous les

radicaux libres ne sont pas forcement des oxydants. De même que, tous les oxydants ne sont

pas des radicaux libres (Diallo, 2005).

III.3. Principaux radicaux libres et leurs origines :

Parmi toutes les espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il

convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rôle

particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux

libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

Du point de vue de la terminologie, il est souvent fait mention d’espèces réactives de

l’oxygène. Ces espèces incluent non seulement des radicaux libres dérivés de l’oxygène :

anion superoxyde (O2
.‾), radical hydroxyle (.OH) , radical hydroperoxyle (HO2

.), radical

peroxyle (RO2
.) , radical alcoxyle (RO.) , mais d’autres espèces non radicalaires dérivées de

l’oxygène : peroxyde d’hydrogène (H2O2), acide hypochloreux (HOCl), Ozone (O3),

Oxygène singulet (1O2), peroxynitrite (ONOO‾) (Bonnefont-rousselot et al., 2003) , qui ne

sont pas réactives mais peuvent être des précurseurs de radicaux (Favier, 2003).

Par ailleurs, tous les radicaux libres ne sont pas des dérivés de l’oxygène, par exemple

le monoxyde d’azote (.NO) est un radical libre dérivé de l’azote (Bonnefont-rousselot et

al., 2003).
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Figure.8. Formation en cascade des différentes espèces oxygénées réactives à partir du

radical superoxyde (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Il ne faut pas penser que tous les radicaux d'oxygène sont extrêmement réactifs, cette

réactivité étant très variable selon la nature du radical. Ainsi parmi les radicaux formés chez

les êtres vivants, l'anion radicalaire superoxyde comme le monoxyde d'azote ne sont pas très

réactifs, mais constituent des précurseurs d'autres espèces plus réactives (Favier,2003).

III.4. Rôles des radicaux libres :

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des espèces

extrêmement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout

en étant des espèces indispensables à la vie. Ils remplissent en effet de très nombreuses

fonctions utiles qui à part la phagocytose, ont été découvertes récemment.

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, à la

transduction de signaux cellulaires, à la défense immunitaire contre les agents pathogènes, à

la destruction par apoptose des cellules tumorales, à la régulation de la dilatation capillaire,

au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, à la fécondation

de l'ovule, à la régulation des gènes (Favier, 2003), à la production énergétique, au règlement

de la croissance des cellules et à la signalisation intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast

2007).
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III.5. Définition du stress oxydant :

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en

permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement maîtrisée

par des systèmes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents.

Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est

en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une

surproduction énorme de radicaux, l'excès de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier,

2003).

Chaque individu ne possède pas le même potentiel antioxydant selon ses habitudes

alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou l’environnement dans lequel

il vit (Diallo, 2005). L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible

moléculaire, de la sévérité de l'effort et du mécanisme par lequel l'effort oxydant est imposé

(Aruoma, 1999).

III.6. Origine du stress oxydant:

Cette rupture d'équilibre, lourde de conséquence, peut avoir de multiples origines.

L'organisme peut avoir à faire face à une production beaucoup trop forte pour être maîtrisée,

qui sera observée dans les intoxications aux métaux lourds, les ischémies/reperfusions suivant

des thromboses (Favier, 2003), le dysfonctionnement de la chaîne mitochondriale ;

l’activation de systèmes enzymatiques ; la libération de fer libre à partir des protéines

chélatrices ou d’une oxydation de certaines molécules (Pincemail, 2002).

Les radicaux libres sont produits pendant l'irradiation, par la lumière UV, par rayons X

et par les rayons γ, sont des produits des réactions métal-catalysées ; sont présent comme des

polluants dans l'atmosphère ; sont produits par des neutrophiles et des macrophages pendant

l'inflammation ; sont des sous-produits des réactions mitochondrie-catalysées de transport

d'électron et d'autres mécanismes (Valko et al., 2006).

L'ingestion d'alcool est suivie par la formation de radicaux libres, également des

antibiotiques, des anticancéreux. L’infection au VIH a pour effet d’accroître la production de

radicaux libres dans l’organisme (Mohammedi, 2006). Enfin, une mauvaise alimentation

pauvre en antioxydants contribuera également à l’apparition d’un stress oxydant (Pincemail,

2002).

Généralement, le stress oxydant sera la résultante de plusieurs de ces facteurs et se

produira dans un tissu et un type cellulaire bien précis, objet de la défaillance et non pas dans

tout l’organisme (Favier, 2003).
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III.7. Les conséquences du stress oxydant :

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires,

induit des processus de peroxydations en cascade aboutissant à la désorganisation complète de

la membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barrière et d’information .

(Koechlin-Ramonatxo, 2006)

La toxicité des EOR s’exerce également sur les protéines. Les EOR sont en effet

capables de réagir avec différents acides aminés des chaînes de protéines, altérant également

leur fonction. Les plus sensibles à leur action sont le tryptophane, la tyrosine, l’histidine, la

cystéine et la méthionine. Les EOR sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques et

de former ainsi des fragments protéiques.

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des

EOR. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de l’ADN, mais aussi avec ses

bases puriques et pyrimidiques. Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont « réparées »

entraînent à long terme des altérations géniques (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée

que celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les EOR attaquent les

mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage.

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrêmement variables selon la

dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et

l'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront l'apoptose, alors que de

forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane

cellulaire, entraînant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont

induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenèse, malformation des fœtus, dépôt de

protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépôt de lipides oxydés,

immunosupression (Favier, 2003).

III.8. Les maladies liées au stress oxydant :

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'âge, car le

vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale

de radicaux.

En faisant apparaître des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant certains

gènes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,

cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedème

pulmonaire, vieillissement accéléré.
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Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies

plurifactorielles tel que le diabète, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2003).

III.9. Définition d’un antioxydant :

On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible

concentration comparée à celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de manière

significative l’oxydation de ce substrat (Diallo, 2005).

III.10. Principaux antioxydants :

III.10.1. Les antioxydants endogènes :

La production physiologique d’ERO, est régulée par des systèmes de défense

composés d’enzymes (SOD, CAT, hème oxygènase, peroxyrédoxine...), de molécules anti-

oxydantes de petite taille (glutathion, acide urique, bilirubine, ubiquinone, ...) et de protéines

(transferrine, ferritine, …).

Enfin, un système secondaire de défense composé de phospholipases, d’ADN

endonucléases, de ligases et de macroxyprotéinases empêche l’accumulation dans la cellule

de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe à l’élimination de leurs fragments

toxiques (Pincemail, 2002).

III.10.2 Les antioxydants exogènes :

Toutes ces défenses peuvent être renforcées par des apports exogènes en :

 Médicaments :

Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes

thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroïdiens, les anti-

hyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalués pour

leurs propriétés anti-oxydantes.

 Antioxydants naturels :

La vitamine C ou acide ascorbique :

C’est un puissant réducteur. Il joue un rôle important dans la régénération de la vitamine E.

La vitamine E ou tocophérol :

Prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux

peroxyles.
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Le sélénium :

Les effets bénéfiques de cet oligo-élément sur l’organisme ne sont connus que depuis

un quart de siècle. Il neutralise les métaux toxiques (plomb, mercure). Il aurait aussi une

action préventive sur certains cancers.

Le ß-carotène :

Outre l’activité pro vitaminique A, possède la capacité de capter l’oxygène singulet.

Les flavonoïdes :

Les relations structure-activités anti-oxydantes des flavonoïdes et des composés

phénoliques ont montré que l’activité anti-oxydante était déterminée par la position et le degré

d’hydroxylation.

Les tanins :

Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au

cours de la peroxydation.

Les coumarines :

Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les

radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.

Les phénols :

Les acides phénoliques, comme l’acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et

anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales (Diallo, 2005).

III.11. Mécanismes d’actions des antioxydants :

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de

l’oxygène singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la

réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Diallo, 2005).
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VI. LES SOUCHES MICROBIENNES UTILISEES :

VI.1.Effet antimicrobien :

Ces dernières années, il y a eu un grand intérêt pour la découverte de nouveaux agents

antimicrobiens, due à une augmentation alarmante du taux des infections avec les micro-

organismes résistant aux antibiotiques.

Une des approches courantes pour la recherche des substances biologiquement actives

est le criblage systématique des micro-organismes ou les plantes, qui sont des sources de

beaucoup d'agents thérapeutiques utiles.

En particulier, l'activité antimicrobienne d'huiles et des extraits de plantes ont formé la

base de beaucoup d'applications, y compris, pharmaceutiques, médecine, thérapie naturelle et

la conservation des aliments (Sagdic et al., 2002).

Le premier rapport des propriétés antimicrobiennes des épices est apparu en 1880 dont

lequel les activités de la moutarde, clou de girofle et de la cannelle et leurs huiles ont été

décrites (Prasad et Seenayya, 2000).

VI.2. Mécanisme d’effet antimicrobien des polyphénols :

Il est sans doute très complexe, peut impliquer multiples modes d'actions tels que :

l'inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes, la séquestration de substrat

nécessaire à la croissance microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer, l’inhibition

du métabolisme microbien (Milane, 2004), dégradation de la paroi cellulaire, perturbation de

la membrane cytoplasmique, se qui cause une fuite des composants cellulaires, l’influence

de la synthèse de l'ADN et l'ARN (Zhang et al., 2009), des protéines des lipides, et la

fonction mitochondriale (Balentine et al.,2006), ainsi que la formation des complexes avec

la paroi (Gangoué piéboji, 2007).

Ces mécanismes ne sont pas des cibles séparées, certains peuvent être comme

conséquence d'un autre mécanisme. Le mode d'action des agents antimicrobiens dépend

également du type de micro-organismes et à l'arrangement de la membrane externe (Shan et

al., 2007).
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VI.3 .Caractéristiques des souches bactériennes utilisées :

Staphylococcus aureus :

Les staphylocoques sont des cocci à gram positif qui tendent à se grouper en amas

(Nauciel, 2000) irrégulier à la façon d’une grappe de raisin (Avril, 2000).

Staphylococcus aureus est un germe aérobie - anaérobie facultatif (Avril, 2000),

doit son non d’espèce à l’aspect pigmenté de ses colonies. Il tient une place très importante

dans les infections communautaires et nosocomiales, possède une coagulase, ce qui le

distingue de la plupart des autres espèces de staphylocoques.

La bactérie est très répandue chez l’homme et dans de nombreuses espèces animales.

Chez l’homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au

niveau des muqueuses et des zones cutanées humides.

Il développe rapidement des résistances aux antibiotiques et les souches hospitalières

ne sont souvent sensibles qu’aux glycopeptides (Nauciel, 2000).

Pseudomona aeruginosa :

Le genre pseudomonas est fait de bacilles mobiles aérobies stricts, se cultive

facilement sur les milieux usuels. Pseudomona aeruginosa (ou bacille pyocyanique) se

caractérise par la pigmentation bleu-vert de ses colonies. (Nauciel, 2000).

C’est une bactérie ubiquiste qui vit normalement à l’état de saprophyte dans l’eau et le

sol humide ou sur les végétaux. Cette bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif

de l’homme et des divers animaux.

Considéré comme une bactérie pathogène opportuniste c’est le germe-type des

infections hospitalières ou nosocomiales (Avril, 2000).

Entérobactéries :

Constituent une famille de bactéries très importante comportant de nombreux genres

subdivisés eux-mêmes en espèces. Ce sont des bacilles à gram négatif dont la plupart sont

mobiles, grâce à des flagelles. Ils cultivent facilement sur les milieux usuels et sont aéro-

anaérobies facultatifs.

Comme leur nom l’indique, les entérobactéries sont pour la plupart des bactéries qui

colonisent l’intestin. En dehors du tube digestif, elles peuvent être transitoirement présents sur

différentes parties du revêtement cutanéo-muqueux.



Etude bibliographique

40

Les espèces les plus fréquemment rencontrées en pathologie humaine, Escherichia

coli, Salmonella, Shigella et Yersinia. Les autres bactéries de la famille des entérobactéries se

comportent généralement comme des bactéries opportunistes souvent impliquées dans les

infections nosocomiales, en particulier urinaires. Parmi elles, on peut mentionner les genres

Proteus, Klebsiella, Entérobacter, Serratia, Providencida, Marganella , Citrobacter. La

plupart de ces bactéries produisent des β- lactamases et sont résistantes à de nombreux

antibiotiques.

Escherichia coli :

C’est l’espèce dominante de la flore aérobie du tube digestif. Escherichia coli est

habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogène si les défenses de l’hôte

se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers (Nauciel, 2000).

Le groupe Klebsiella, Enterobacter, Serratia, dit K.E.S, sont rassemblés des

enterobacteriaceae qui ont en commun les caractères suivants :

 La réaction de Voges-Proskauer (VP) est généralement positive

 Ce sont des bactéries pathogènes

 Ces espèces sont souvent multi-résistantes aux antibiotiques (Avril, 2000).

Streptococcus :

Les bactéries appartenant au genre Streptococcus sont des cocci à gram positif se

disposant en chainettes plus ou moins longues, elles ont un métabolisme anaérobie, mais

peuvent se cultiver en présence de l’air. Leur culture nécessite habituellement des milieux

riches (Nauciel, 2000).

Les Streptocoques vivent à l’état commensal au niveau des téguments ou des

muqueuses de l’homme ou des animaux (Avril, 2000).

Le genre Streptococcus comprend de nombreuses espèces dont l’habitat et le pouvoir

pathogène peuvent différer considérablement. Plusieurs espèces tiennent une place très

importante dans la pathologie infectieuse communautaire (Nauciel, 2000).

VI.4. Caractéristiques des souches fongiques utilisées :

Les champignons ou « mycètes » ou « fongiques » sont des organismes eucaryotes qui

n’ont pas d’organisation tissulaire et la masse cytoplasmique est enfermée dans une structure

pariétale rigide qui constitue le thalle ou mycélium.
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Le thalle se présente plus souvent sous forme d’un système tubulaire, de filaments

ramifiés et parfois anastomotiques, appelés « hyphes » on parle alors de champignons

filamenteux.

Le thalle est parfois réduit à une structure simplifiée, unicellulaire, sphérique ou

subshérique, uninucluée. Il n’ya pas formation d’un véritable mycélium, mais parfois d’un

pseudomycélium par étirement des éléments cellulaires. Il s’agit dans ce cas d’un thalle

dissocié on parle alors de champignons levuriformes ou levures.

Les champignons évoluent le plus souvent :

A l’humidité, en aérobiose, à une température optimale de 20 à 28 °C, certains sont dit

thermophiles.

Certains champignons peuvent être :

Des agents de fermentations (ex : Saccharomyces cervisiae), des producteurs de

substances bénéfiques (ex : antibiotiques), de substances cancérigènes (ex : aflatoxine

d’aspergillus flavus), de substances toxiques (ex : champignons macroscopiques vénéneux),

utilisés en génie génétique pour la fabrication (vaccins Hépatite B) ou la synthèse (Insuline)

de produits biologiques.

Candidose :

Les plus fréquentes des levuroses provoquent des affections cosmopolites atteignant

la peau, les ongles, les cavités naturelles et les divers viscères par hémo-dissémination

(Moulinier, 2003).

Selon la littérature, la recherche des produits naturels actifs contre les espèces de

Candida a accrue sensiblement en 10 dernières années, approximativement la recherche était

sur 258 espèces de plantes, appartenant à 94 familles (Duarte et al., 2005).

Candida albicans :

Levure non pigmentée, non capsulée, à bourgeonnement multiple et formant un

pseudo-mycélium et du mycélium vrai. Saprophyte endogène de la lumière intestinale

humaine et des cavités génitales par contiguïté (femme).

Aspergilus sp :

Ils sont saprophytes de matières organiques en décomposition. Ce sont des

contaminateurs fréquents. En effet, les spores sont véhiculées dans l’espace aérien avec les

poussières. Certains d’entre eux sont thermotolérants (Moulinier, 2003).
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VI.5. Antibiotiques β- lactamines :

Les β-lactamines représentent la principale famille des antibiotiques la plus

développée et la plus utilisée dans le monde entier. Cette large utilisation est due à leur large

spectre d’action, leur faible toxicité, leur efficacité et leur faible coût (Gangoué piéboji,

2007).

Il existe de nombreux varietée de β- lactamines qui se distiguent par leur spectre

d’activité et leur propreités pharmacologiques

 Penicillines

 Céphalosporines

 Autres β- lactamines (monobactames,carbapéneme)

Les céphalosporines de la 1ère génération ont un niveau d’activité assez limité vis-à-vis

les bacilles à gram négatif, en raison de leur sensibilité aux céphalosporinases.

Les céphalosporines de 2ème et 3ème génération sont beaucoup plus actives. Les

céphalosporines les plus récentes dites parfois de 4ème génération se montrent plus actives vis-

à-vis des souches productrices de céphalosporinases (Avril, 2000).

VI.6.Mécanismes de résistances aux β-lactamines :

Les bactéries ont développé différents mécanismes pour contrecarrer l’action des β-

lactamines :

 entre autre la modification de la cibles (protéines liants les pénicillines) qui les rend

moins sensibles au β-lactamines ;

 la synthèse des enzymes qui inactivent les β- lactamines ;

 l’acquisition ou la surproduction des pompes efflux qui peuvent expulser

l’antibiotique hors de la cellule même contre le gradient de concentration ;

 La modification des porines chez les bacteries gram négatif, ayant pour résultat

diffusion lente des β- lactamines à travers la membrane externe (Gangoué piéboji,

2007).
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I.1. Matériel végétal :

Le matériel végétal est constitué de feuilles sèches de romarin et des graines de cumin,

obtenus à partir des phytothérapeutes de la wilaya de Batna.

I.2. Etude chimique :

I.2.1. Détermination de la teneur en eau :

La méthode utilisée est la méthode de dessiccation par évaporation (Audigie et al.,

1978).

 Principe :

Selon (Audigie et al., 1978) on procède à une dessiccation du produit à une

température de 103°C ± 2°C dans une étuve jusqu'à masse constante. La teneur en eau est

définie comme la perte de masse subie dans les conditions de la mesure.

 Expression des résultats :

La détermination de la teneur en eau se fait par le calcul de la différence de poids selon

la formule suivante :

Teneur en eau (H%) = ((Mi-Mf)/ P)*100

Où :

H% : Teneur en eau ou humidité ;

Mi : Masse initiale (avant dessiccation) ;

Mf : Masse finale (après dessiccation) ;

P : Masse de la prise d’essai ;

La teneur en matière sèche est calculée selon la relation suivante :

Matière sèche (MS%) = 100 - H%

I.2.2. Détermination des taux de cendres :

La méthode utilisée est la méthode de minéralisation par calcination (Laurent, 1991).

 Principe :

C’est la méthode la plus simple, elle consiste à un passage au four à une température

de 400 à 600 °C jusqu’a destruction totale de toute particule charbonneuse (Laurent, 1991).
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 Expression des résultats :

La détermination de la teneur en matière organique se fait par le calcul de la différence

de poids selon la formule suivante :

Teneur en matière organique (MO%) = ((Mi-Mf)/ P)*100

Où :

MO% : Teneur en matière organique ;

Mi : Masse initiale (avant calcination) ;

Mf : Masse finale (après calcination) ;

P : Masse de la prise d’essai ;

Le taux des cendres est calculé selon la relation suivante :

Taux de cendres (C%) = 100 - MO%

I.2.3. Extraction :

L’extraction a été réalisée au niveau des laboratoires de chimie de l’université

Mentouri « Constantine ».

L’extraction des flavonoïdes est réalisée selon le schéma présenté par Lebreton (1967)

modifié par Boutard (1972), Gonnet (1973) et Jay (1975) cité par (Elâgoun, 2003).

I.2.3.1 Préparation de l’extrait brut :

Les feuilles du romarin ainsi que les graines de cumin sont mises à macérer pendant

une nuit à température ambiante, dans un mélange méthanol-eau (7:3 V/V) qui est porté à

ébullition, le tout par la suite est filtré sur papier Whatman, l’extraction est refaite plusieurs

fois avec renouvellement du solvant. Le solvant est éliminé du filtrat par évaporation rotative

dans un rotavapor (BÜCHI).

I.2.3.2. Fractionnement de l’extrait brut :

L’extrait brut est mélangé avec de l’eau distillée bouillante et laissé à température

ambiante pendant 24 heures. Après filtration, l’extrait brut est épuisé successivement par 2

solvants (l’acétate d’éthyle et le n- butanol).

L’extrait brut est initialement mélangé avec l’acétate d’éthyle, le mélange est laissé

décanter et la phase organique supérieure est récupérée. L’extraction est refaite plusieurs fois

jusqu’à ce que le solvant devient transparent. L’acétate d’éthyle est par la suite évaporé et

l’extrait résultant est considéré comme étant la fraction d’acétate d’éthyle.
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La phase aqueuse résiduelle est soumise à une autre extraction liquide-liquide par le n-

butanol, en suivant les mêmes étapes que la première extraction. La Figure 9, résume les

étapes de fractionnement de l’extrait brut.

La série d’extraction permet d’obtenir quatre fractions ; l’extrait brut hydro-méthanolique

(EBr), la fraction d’acétate d’éthyle (EAcOEt), la fraction du n-butanol (En-BuOH), et la

fraction aqueuse (EAq) résiduelle. Les extraits sont conservés jusqu’à utilisation.
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Extraction avec méthanol - eau (7 :3) V/V

Traitement avec de l’eau distillée bouillante

Extraction liquide-liquide avec l’acétate d’éthyle

Extraction liquide-liquide avec le n- Butanol

(Feuilles du romarin / Graines du cumin)

Phase d’acétate d’éthyle Phase aqueuse

Phase n-butanolique Phase aqueuse

L’extrait brut concentré

Figure.9. Les étapes d’extraction
(Elâgoun, 2003).
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I.2.4. Dosage des polyphénols :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-

Ciocalteu selon la méthode cité par (Wong et al., 2006).

 Principe :

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le

spectrophotomètre UV-Vis en utilisant l’essai de Folin-Denis ou généralement Folin-

Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide

phosphotungstique phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline

(Vuorela, 2005).

Brièvement 200μl de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés à 1ml

de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées

pendant 4 minutes.

Après l’incubation 800 μl de la solution de carbonate de sodium Na2CO3 (75g /l) a été

ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans l'obscurité à

température ambiante. L'absorbance de tous les extraits a été mesurée par un

spectrophotomètre (VIS BECKMAN Modèle 34) à 765 nm.

 Expression des résultats :

La concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de

régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon l’acide gallique (5-200

µg/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (µg EAG/mg).

I.2.5. Dosage des flavonoïdes :

I.2.5.1. Test préliminaire :( La réaction de Shibata)

 Principe :

La présence ou l’absence des flavonoïdes dans un extrait peut être mis en évidence par

un test simple et rapide au magnésium.

Ce test consiste à mettre 2 ml de chaque extrait dans un tube, d’additionné quelques

fragments de magnésium et quelques gouttes d’HCl.
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 Expression des résultats :

La présence des flavonoïdes aglycones dans les extraits est indiquée par le virement de

la couleur vers l’orange ou le rouge brique(Ciulei, 1982).

I.2.5.2. Dosage colorimétrique :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AlCl3) cité par (Djeridane et al., 2006) et

(Boudiaf, 2006) est utilisée pour quantifier les flavonoïdes dans nos extraits.

 Principe :

1 ml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions

convenables a été ajouté à un volume égal d’une solution d’AlCl3 (2% dans le méthanol).

Le mélange a été vigoureusement agité et l'absorbance à 430 nm a été lue après 10

minutes d’incubation.

 Expression des résultats :

La quantification des flavonoïdes à été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage

linéaire (y = a x + b) réalisé par un standard étalon "la quercétine" à différentes concentrations

(1.75-40 µg/ml) dans les mêmes conditions que l’échantillon. Les résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (µg EQ/mg).

I.2.6. Analyse qualitative par HPLC :

L’analyse est réalisée par un HPLC (VP SHIMADZU LIQUID

CHROMATOGRAPH) au niveau du laboratoire de la faculté de sciences - Université El Hadj

lakhdar - « Batna ».

Le besoin de savoir les profils et d'identifier les composés individuels dans les

échantillons exige le remplacement des méthodes traditionnelles par des techniques

séparatives. L’HPLC est sans doute la technique analytique la plus utile pour caractériser les

composés polyphénoliques (Gomez-Caravaca et al., 2006).

 Principe :

20 µl de chaque extrait ont été injectés sur une colonne de type phase inverse C18, de

dimensions égales à 125 x 4.6 mm. La phase mobile est constituée de trois éluants : l’eau

distillée, méthanol, acide acétique (50 : 47 : 2.5) (V /V /V). Le gradient d’élution appliqué est

de type isocratique étalé sur 10 min. Le débit est de 1 ml / min (Amarowicz et al., 2005).
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La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis à une longueur d’onde égale 254 nm.

 Expression des résultats :

Les flavonoïdes contenus dans chaque extrait analysé ont été identifiés par la

comparaison des temps de rétention obtenus par ceux des témoins.

I.3. Activité biologique :

I.3.1. Activité anti-oxydante :

I.3.1.1.Test de blanchissement du β- Carotène :

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par la mesure de

l'inhibition des composés organiques volatils et les hydroperoxydes conjugués diène résultant

de l’oxydation de l’acide linoléique (Tepe et al., 2006), qui attaquent simultanément le β-

carotène et ayant comme résultat le blanchissement du β-carotène et la disparition de sa

couleur jaune (Deba, 2008).

 Principe :

Premièrement 2 mg de β- carotène ont été dissous dans 1 ml de chloroforme. La

solution du β-carotène-chloroforme a été introduite dans un ballon contenant 2 mg d’acide

linoléique et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme a été éliminé en utilisant un bain marie.

Ensuite 100 ml de l’eau distillée saturée en oxygène ont été ajoutées lentement avec

agitation vigoureuse. 2.5 ml de cette nouvelle solution sont transférées dans des tubes et

350μl de chaque extrait (2g/l dans le méthanol) et du témoin BHT sont ajoutées.

L’absorbance a été immédiatement mesuré seulement pour le BHT à 490 nm. Autres

lectures sont mesurées à différents intervalles de temps (2h, 4h, 6h, 12h, et 48h) (Kartal et

al., 2007), (Tepe et al., 2006).

 Expressions des résultats :

L’activité anti-oxydante des extraits est comparée avec celles du témoin et du control

négatif.

L’activité anti-oxydante relative après 48 heures est calculée selon la relation

suivante :
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AAR = (Abs Echantillon/ Abs BHT) x 100

Où :

AAR : Activité anti-oxydante relative ;

Abs Echantillon : Absorbance de l’échantillon après 48 heures ;

Abs BHT : Absorbance du BHT après 48 heures ;

I.3.1.2. Test au DPPH :

L'activité du balayage des radicaux libres a été mesurée en employant le radical libre

stable DPPH (C18H12N506) qui est l'un des essais principaux employés pour explorer

l'utilisation des extraits d'herbes comme antioxydants (Markowicz Bastos et al., 2007).

 Principe :

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl)

(Fig.10) de couleur violette se réduit en 2.2 diphényl 1 picryl hydrazine de couleur jaune.

(Maataoui et al., 2006).

Forme libre Forme réduite

Figure.10. Forme libre et réduite du DPPH (Mohammedi, 2006)

Ce radical est un oxydant qui peut être réduit par l'antioxydant (AH) selon la réaction

suivante :

DPPH. + AH DPPH-H + A. (Celiktas et al., 2007b)

L’Activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par

(Lopes-Lutz et al., 2008).
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Le DPPH est solubilisé dans le méthanol pour avoir une solution de 0,3 mM. Dans

des tubes on introduit 2,5 ml de chaque extrait (0.1mg/ml dans le méthanol) et on ajoute 1ml

de la solution méthanolique au DPPH. Après agitation par un vortex, les tubes sont placés à

l’obscurité à température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure

de l’absorbance à 517 nm.

Le contrôle négatif est composé de 1 ml de la solution méthanolique au DPPH et de

2.5 ml de méthanol. Le contrôle positif est représenté par une solution d’un antioxydant

standard le BHT.

 L’expression des résultats :

En présence d’un antioxydant la force d'absorption est diminuée et la décoloration

résultante est stœchiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés (Markowicz

Bastos et al., 2007).

Les résultats peuvent être exprimés en tant que l’activité anti-radicalaire où l’inhibition

des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

% = [1 – (Abs Echantillon – Abs Control négatif)] X 100

Où

% : Pourcentage de l’activité anti-radicalaire ;

Abs Echantillon : Absorbance de l'échantillon ;

Abs Control négatif : Absorbance du control négatif ;

I.3.2. Activité antimicrobienne :

I.3.2.1. Activité antibactérienne :

Ce test est réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie « C.H.U Batna ».

L’activité antibactérienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu

gélosé standardisée par (NCLLS) cité par (Celiktas et al., 2007a).

NCCLS :(National committe for clinical laboratory standards)

I.3.2.1.1. Souches bactériennes :

8 souches bactériennes ont été testées :

 3 souches de références : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923.

 5 souches issues à partir des prélèvements (pus) de malades :
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2 souches d’Enterobacter sp, Serratia sp, Klebsiella pneumoniae et

Streptocoque sp.

Le tableau.1 résume les caractéristiques les plus importantes des bactéries utilisées et

leur profil de sensibilité (Rahal, 2005)

Tableau .1. Caractéristiques des bactéries utilisées

Les bactéries utilisées

Caractéristiques des bactéries

Selon

l’exigence

Selon

Gram

Selon le profil de sensibilité vis-à-

vis les antibiotiques

Escherichia coli ATCC

Bactéries

non

exigeantes

Gram -

Souches de références

Pseudomonas aeruginosa

ATCC

Gram -

Staphylococcus aureus

ATCC

Gram +

Entérobacter sp Gram - Souches BLSE+CHN

Klebseila pneumoniae Gram - Souches BLSE

Entérobacter sp Gram - Souche d’une résistance sensible

vis-à-vis la Cefotaxime

Serratia sp Gram - Souche d’une résistance intermédiaire

vis-à-vis la Cefotaxime

Streptocoque sp Bactéries

exigeantes

Gram + Souche d’une résistance intermédiaire

vis-à-vis la Vancomycine

ATCC : American type culture collection ;

BLSE : Béta lactamases à spectre élargi ;

CHN : Céphalosporinases à haut niveau ;

I.3.2.1.2. Milieux de culture :

Selon les souches, nous avons utilisé comme milieux de culture les milieux suivants :

 Gélose Nutritive et Gélose Mueller Hinton pour les bactéries non exigeantes ;

 Gélose Mueller Hinton qui contient 5% sang du cheval pour les bactéries exigeantes ;
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I.3.2.1.3. Préparation des solutions :

Les extraits ont été repris avec le Dimethyl sulfoxyde (DMSO). Des dilutions en série

de 1/2 à 1/16 ont été ensuite réalisées pour obtenir des concentrations de 500 à 62.5mg/ ml.

I.3.2.1.4. Méthode de diffusion en milieu gélosé :

 Principe :

Préparation de l’inoculum bactérien :

Chaque souche a été ensemencée en stries sur une gélose non inhibitrice (gélose

nutritive et gélose Mueller Hinton au sang) pour obtenir des colonies isolées. Après

incubation de 24 heures à 37 °C, on a choisi 4 à 5 colonies bien isolées avec une anse de

platine et les transférer dans un tube de solution d’eau distillée stérile afin d’avoir une densité

cellulaire initiale ou une turbidité voisine à celle de McFarland 0,5 (106 UFC/ml). Cette

comparaison est mesurée à l’aide d’un densitomètre.

Ensemencement :

Dans les 15minutes suivant l’ajustement de la turbidité de la suspension servant

d’inoculum, on a trempé un écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface entière de la

gélose (Gélose Mueller Hinton et gélose Mueller Hinton au sang ) à trois reprises , en tournant

la boite à environ 60° après chaque application dont le but d’avoir une distribution égale de

l’inoculum . Enfin, on a écouvillonné partout autour du bord de la surface de la gélose.

Incubation :

Les disques stériles imprégnés des concentrations croissantes d’extraits à raison de 10

μl par disque (Ngameni et al., 2009), ont été déposés stérilement à l’aide d’une pince sur la

surface de la gélose.

Des témoins imbibés seulement par le DMSO ont été réalisés. Les boites ont été

incubées 24 h à 37 °C en atmosphère normale pour les bactéries non exigeantes et dans une

atmosphère contenant 5% de CO2 pour les bactéries exigeantes pour le développement du

germe en question.

 Expression des résultats :

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant à l’aide d’une règle le

diamètre de la zone d’inhibition, déterminé par les différentes concentrations des différents

extraits autour des disques.
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I.3.2.2. Activité antifongique :

Ce test est réalisé au niveau du laboratoire de parasitologie et de mycologie « C.H.U

Batna ».

L’activité antifongique des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en

milieu gélosé cité par (Sacchetti et al., 2005) et (Rasooli et al., 2008).

I.3.2.2.1. Souches fongiques :

Les souches fongiques sont issues à partir des prélèvements de malades (selles, langue,

oreille).

Levures : 2 souches : Candida albicans et Candida Kefyr.

Champignon : Aspergilus niger.

I.3.2.2.2. Milieux de culture :

Selon les souches, nous avons utilisé les milieux de culture suivants :

 Gélose Sabouraud avec Chloramphénicol + Actidione.

 Gélose Sabouraud.

I.3.2.2.3. Préparation des solutions :

Les extraits ont été repris avec le DMSO. Des dilutions en série de 1/2 à 1/16 ont été

ensuite réalisées pour obtenir des concentrations de 500 à 62.5 mg/ml.

I.3.2.2.4. Méthode de diffusion en milieu gélosé :

 Principe :

Les cultures-mère ont été développées sur une gélose approprié (Sabouraud avec

chloramphénicol et l’actidione), afin d’inhiber la croissance des éléments de la flore

bactérienne contaminante et d'atteindre la phase stationnaire de la croissance.

Les disques stériles imprégnés de différentes concentrations d’extraits à raison de 10

μl par disque, ont été déposés stérilement sur la gélose Sabouraud, ensemencé au préalable

par la suspension microbienne (106 spores/ml).

Pour le champignon la gélose sabouraud est inoculée par cette suspension.

Les levures ont été incubées 48 h à 37 °C, tandis que le champignon a été incubé 10

jours à 27 °C en atmosphère normale.

Des témoins imbibés par le DMSO ont été réalisés :
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 Expression des résultats :

L’activité antifongique a été déterminée en mesurant le diamètre de la zone

d’inhibition, déterminé par les différentes concentrations des différents extraits.

I.4. Etude statistique:

L’étude statistique a été réalisée par le logiciel statistique GraphPad Prism.

Toutes les expériences ont été réalisées en triple, Les résultats sont exprimés en

moyenne SD. Les résultats sont analysés par le test Anova univariée suivie du test

Dunnet /Tukey pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification.

Les valeurs de p≤0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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II.1. Teneur en eau et taux de cendres :

Les résultats obtenus suite à une dessiccation et à une calcination sont représentés dans

le tableau ci-dessous :

Tableau.2. Teneur en eau et taux de cendres.

Plantes Teneur en eau (%) Taux de cendres (%)

Les graines du cumin 10.83 ± 0.40 3.67 ± 0.26

Les feuilles fraiches du romarin 67.00 ± 0.89 4.00 ± 0.00

Les valeurs sont les moyennes ± SD de six mesures.

La teneur en eau de nos échantillons est de l’ordre de : 10.83% pour le cumin et

67.00 % pour le romarin.

La teneur en eau du cumin est rapprochée de celle obtenu par Banerjee et Sarkar en

2003 (9.46 ± 0.96%) et Kandlakunta et al., en 2008 (11.6%).

Une différence est constatée avec les résultats de (Shahnaz et al., 2004) qui ont trouvé

4.87%.

Albu et ses collaborateurs, (2004) ont trouvé une teneur en eau de 40% dans les

feuilles fraiches du romarin, cette teneur diffère de façon remarquable avec nos resultats.

Nous remarquerons, toute fois que les deux plantes ont présenté relativement le même

taux de cendres.

Le taux de cendres des graines du cumin est similaire à celui trouvé par (Shahnaz et

al., 2004) (3.98%) et représente presque la moitié par rapport à celui trouvé par (Sowbhagya

et al., 2007) 6 %. Selon (Laurant, 1991) cette différence pourrait s’expliquer par la présence

de la silice, ce qui gêne la calcination engendrant un taux de cendres élevé.

Les travaux élaborés par (Arslan et al., 2007) et (Al-Bataina et al., 2003) indiquent

que ces deux plantes sont un potentiel d’éléments minéraux.

Les variations rencontrées dans la teneur en eau et le taux de cendres de nos

échantillons comparés à certains travaux antérieurs, peuvent être dues à certains facteurs

écologiques, l’âge de la plante, la période du cycle végétatif, ou même à des facteurs

génétiques.
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II.2. Teneur en polyphénols :

La méthode d'extraction doit permettre l'extraction complète des composés d'intérêt et

doit éviter leur modification chimique. L'eau, les mélanges aqueux de l'éthanol, du méthanol

et de l'acétone sont généralement utilisés pour l’extraction (Turkmen et al., 2007).

La solubilité des composés phénoliques est en fonction de leur degré de

polymérisation, l’interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé.

Le méthanol a été recommandé et fréquemment employé pour l'extraction des

composés phénoliques (Falleh et al., 2008). Le méthanol aqueux 70% est deux fois plus

efficace que le méthanol pur, pour l’extraction des composés phénoliques de graine de colza

(Vuorela, 2005).

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

Ciocalteu. C’est l’une des méthodes les plus anciennes conçue pour déterminer la teneur en

polyphénols, des plantes médicinales et les nourritures (Abdel-Hameed, 2009).

L’acide gallique est le standard (Figure.11) le plus souvent employé dans la méthode

de Folin-Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008).

Figure.11. Courbe d'étalonnage de l'acide gallique (moyenne ± SD de trois mesures).
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Généralement, toutes les plantes de la famille des Lamiacée sont connues pour leurs

composés phénoliques (Gortzi et al., 2007, Fecka et al., 2008)

Toutes les plantes de la famille Ombellifères étudiées par (Wojdylo et al., 2007)

présentent une teneur très basse en polyphénols.

Ceci est en accordance avec nos résultats présentés dans le tableau.3 et 4.

Tableau.3. Teneur en polyphénols des extraits du cumin.

Extrait Teneur en polyphénols (a)

EBr 28.99 ± 1.67

EAcOEt 19.39 ± 1.89

En-BuOH 595.45 ± 4.54

(a) mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures ± SD.

Tableau.4. Teneur en polyphénols des extraits du romarin.

Extrait Teneur en polyphénols (a)

EBr 195.45 ± 4.16

EAcOEt 541.82 ± 3.15

En-BuOH 539.39 ± 5.25

(a) mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures ± SD.

Les teneurs en polyphénols montrent que l’extrait brut du romarin (EBr) contient

195.45 ± 4.16 mg EAG/g et que les deux autres fractions présentent presque la même

quantité, une teneur de 541.82 ± 3.15 mg EAG/g pour la fraction AcOEt et une teneur de

539.39 ± 5.25 mg EAG/g pour la fraction n-BuOH.

Concernant le cumin les résultats révèlent que l’extrait brut contient 28.99 ± 1.67 mg

EAG/g et que la fraction n-BuOH était plus riche en polyphénols avec une teneur de

595.45 ± 4.54 mg EAG/g par rapport à la fraction AcOEt qui contient 19.39 ± 1.89 mg

EAG/g.

La teneur d’EBr du romarin est si proche à celle de Erkan et al., (2008) : 162 mg

GAE/g et Ho et al., (2008) : 127 ± 3 mg GAE /g, mais assez loin à celle de Tsai et al.,

(2007) : 58.1 ± 0.9 mg GAE/g et Tawaha et al., (2007) : 39.1 ± 3.6 mg GAE/g.

Pour le cumin la teneur d’EBr ne présente pas une similitude avec celle de Ho et al.,

(2008) : 75 ± 1 mg GAE /g.
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Les résultats décalés résultent vraisemblablement de:

La faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est l'inconvénient principal du

dosage colorimétrique. Le réactif est extrêmement sensible à la réduction de tout les groupes

d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais également de certains

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

Le solvant d'extraction emporte des substances non phénoliques comme les sucres, les

protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique

(Djeridane et al., 2006). Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les

composés phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de

composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha

et al., 2007).

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de

la plante. Ceci peut être lié aux conditions climatiques dures (la température élevée,

exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthèse des métabolites

secondaires tels que les polyphénols (Falleh et al., 2008).

En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs

intrinsèques (génétique) et extrinsèques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la

maturité à la récolte et les conditions de stockage) (Falleh et al., 2008 ; Podsedek, 2007).

Perez et ses collaborateurs, (2007) ont montré l’effet du traitement de pré-extraction

(irradiation ionisante) et du solvant d’extraction, sur la concentration des composés

phénoliques totaux dans les extraits du romarin

Les résultats de (Celiktas et al., 2007a) s’étend de 34.1 à 119 mg GAE/g confirment

que cette teneur montre des différences considérables, au cours des différents intervalles de

l’année et même avec les conditions géographiques.
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II.3. Teneur en flavonoïdes :

II.3.1. Test préliminaire :

On trouvera dans les tableaux ci-après les résultats du dosage préliminaire des

flavonoïdes :

Tableau.5. Virement de la couleur des extraits du cumin.

Extrait Couleur

EBr Rouge brique clair

EAcOEt Rouge brique très foncé

En-BuOH Rouge brique foncé

Tableau.6. Virement de la couleur des extraits du romarin.

Extrait Couleur

EBr Rouge brique très clair

EAcOEt Rouge brique clair

En-BuOH Rouge brique très clair

Le test préliminaire a indiqué la présence des flavonoïdes aglycones dans les extraits

des deux plantes.

Au Préalable, l’intensité de la couleur observée indique la richesse du cumin en

flavonoïdes.

II.3.2. Dosage colorimétrique :

La raison principale pour la quelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans

le fait que les flavonoïdes constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus

de 5000 composés déjà décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Selon (Elâgoun, 2003) l’acétate d’éthyle est utilisé pour l’extraction des flavonoïdes

aglycones ou flavonoïdes mono O- glycosides et partiellement di-O-glycosides, tandis que le

n-butanol est utilisé pour l’extraction des flavonoïdes di-O-glycosides et tri-glycosides et C-

glycosides.

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode d’AlCl3 en utilisant comme

standard la quercétine (Figure.12), les teneurs en flavonoïdes sont exprimées en µg EQ/mg

d’extrait.
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Figure.12. Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoïdes (Tableau.7 et 8) révèlent que

L’EBr du romarin contient 2.06 ± 1.14 mg EQ/g, ses deux fractions représentent presque la

même quantité avec une teneur de 21.39 ± 0.72 mg EQ/g p

2.75 mg EQ/g pour la fraction n

Par conséquent l’EBr du cumin contient 17.39 ± 2.71 mg EQ/g et la fraction AcOEt

est plus riche avec une teneur de 54.21 ± 2.82 mg EQ/g par rapport à la fraction n

ne contient que 20.11 ± 5.80 mg EQ/g.

Tableau.7.

Extrait

EBr

EAcOEt

En-BuOH

(b) mg d’équivalent de la quercétine par gramme d’extrait.
Les valeurs

Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne ± SD de trois mesures).

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoïdes (Tableau.7 et 8) révèlent que

L’EBr du romarin contient 2.06 ± 1.14 mg EQ/g, ses deux fractions représentent presque la

même quantité avec une teneur de 21.39 ± 0.72 mg EQ/g p our la fraction AcOEt et 19.58 ±

2.75 mg EQ/g pour la fraction n-BuOH.

Par conséquent l’EBr du cumin contient 17.39 ± 2.71 mg EQ/g et la fraction AcOEt

est plus riche avec une teneur de 54.21 ± 2.82 mg EQ/g par rapport à la fraction n

ent que 20.11 ± 5.80 mg EQ/g.

Tableau.7. Teneur en flavonoïdes des extraits du cumin.

Teneur en flavonoïdes (b)

17.39 ± 2.71

54.21 ± 2.82

BuOH 20.11 ± 5.80

(b) mg d’équivalent de la quercétine par gramme d’extrait.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures ±SD.
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± SD de trois mesures).

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoïdes (Tableau.7 et 8) révèlent que :

L’EBr du romarin contient 2.06 ± 1.14 mg EQ/g, ses deux fractions représentent presque la

our la fraction AcOEt et 19.58 ±

Par conséquent l’EBr du cumin contient 17.39 ± 2.71 mg EQ/g et la fraction AcOEt

est plus riche avec une teneur de 54.21 ± 2.82 mg EQ/g par rapport à la fraction n -BuOH qui

Teneur en flavonoïdes des extraits du cumin.

(b) mg d’équivalent de la quercétine par gramme d’extrait.
représentent la moyenne de 3 mesures ±SD.
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Tableau.8. Teneur en flavonoïdes des extraits du romarin.

Extrait Teneur en flavonoïdes (b)

EBr 2.06 ± 1.14

EAcOEt 21.39 ± 0.72

En-BuOH 19.58 ± 2.75

(b) mg d’équivalent de la quercétine par gramme d’extrait.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures ± SD.

En tenant compte, de la sélectivité de chaque solvant utilisé pour le fractionnement on

admet que le cumin est riche en aglycones et que le romarin contient la même quantité des

flavonoïdes glycosylés et les aglycones.

D’après les résultats de Ho et ses collaborateurs, (2008) l’extrait méthanolique du

cumin est riche en flavonoïdes (243.1 ± 0.00 mg EC/g (équivalent de la catéchine par gramme

d’extrait)) et pauvre en polyphénols (75 ±1 mg EAG/g), tandis que l’extrait du romarin est

riche en polyphénols (127 ± 3 mg EAG/g) et pauvre en flavonoïdes (20.1 ± 1.30 mg EC/g).

Nous pouvons dire que nos résultats viennent corroborer ceux de Ho.

En outre, Tsai et al., (2007) ont également trouvé que l’extrait méthanolique du

romarin contient 60.7 ± 1.1 mg EC/g. Les teneurs rapportées par Ho et Tsai sont très élevées

par rapport à nos résultats, cette différence trouve probablement son explication dans la

différence du standard utilisé pour le dosage des flavonoïdes.

Maisuthisakul et al., (2008) ont constaté que la teneur totale des flavonoïdes des

extraits ethanoliques de 28 plantes, est liée à la teneur des composés phénoliques totaux. De

même nous avons trouvé que la teneur des flavonoïdes des extraits du romarin s'est corrélé

significativement avec la teneur des polyphénols (R2 = 0.969).

D’un autre coté, Bilusic Vundac et ses collaboratteurs, 2007 ont démontré une

corrélation négative (R = -0.26) entre la teneur des polyphénols totaux de 7 espèces de

Stachys taxa et celle des flavonoïdes.

Un coefficient de corrélation (R2 = 0.197) exprime l’absence d’une corrélation entre la

teneur des polyphénols et des flavonoïdes des extraits du cumin.
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II.4. Analyse qualitative par HPLC :

Le méthanol utilisé pour l’extraction a un rôle protecteur. Il peut empêcher les

composés phénoliques d'être oxydée par des enzymes, telles que des phénoloxydases.

La colonne utilisée pour séparer les composés phénoliques est exclusivement à phase

inverse. Ce système est une haute technique de résolution chromatographique largement

répandue, pour la séparation et la quantification simultané des substances phénoliques

(Proestos et al., 2006).

Les chromatogrammes d’HPLC des standards et des différents extraits sont

représentés ci-dessous.

Figure.13. Chromatogramme d’HPLC de la quercétine enregistré à 254 nm.

Figure.14. Chromatogramme d’HPLC de la rutine enregistré à 254 nm.
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Figure.15. Chromatogramme d’HPLC de la catéchine enregistré à 254 nm.

Figure.16. Chromatogramme d’HPLC d’EBr du cumin enregistré à 254 nm.

Figure.17. Chromatogramme d’HPLC d’EAcOEt du cumin enregistré à 254 nm.
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Figure.18. Chromatogramme d’HPLC d’En-BuOH du cumin enregistré à 254 nm.

Figure.19. Chromatogramme d’HPLC d’EBr du romarin enregistré à 254 nm.

Figure.20.Chromatogramme d’HPLC d’EAcOEt du romarin enregistré à 254 nm.

Figure.21. Chromatogramme d’HPLC d’En-BuOH du romarin enregistré à 254 nm.
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La comparaison des temps de rétention (Tableau.9) des standards avec ceux

enregistrés dans les différents chromatogrammes (Tableau.10 et 11), permet l'identification

probable de certains flavonoïdes dans nos extraits (Merken et al., 2000).

Tableau.9. Temps de rétention des flavonoïdes standards.

Temps de rétention (min) Le flavonoïde Standard

1.8

3.4

2.0

Quercétine

Rutine

Catéchine

Tableau.10. Temps de rétention des flavonoïdes présents dans les extraits du cumin.

Temps de rétention (min)

Le flavonoïde probable

EBr EAcOEt En-BuOH

1,7 0,8 0,9 -

2,2 1,7 1,3 -

2,5 2,2 1,7 -

2,7 2,7 2,1 -

3,1 3,1 3,0 -

3,4 3,4 3,4 Présence de la rutine dans les trois extraits

4,0 4,0 3,9 -

5,4 5,3 5,3 -

6,9 8,0 7,9 -

8,5 9,4

9,5

9,8
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Tableau.11. Temps de rétention des flavonoïdes présents dans les extraits du romarin.

Temps de rétention (min)

Le flavonoïde probable

EBr EAcOEt En-BuOH

1,7 0,5 0,8 -

2,0 0,8 1,7 Présence de la catéchine dans l’EBr

2,6 1,2 2,0 Présence de la catéchine En-BuOH

3,4 1,7 3,4 Présence de la rutine dans l’EBr et En-BuOH

3,8 2,0 3,7 Présence de la catéchine dans l’EAcOEt

4,7 2,6 4,7 -

5,2 3,4 5,3 Présence de la rutine dans l’EAcOEt

6,3 3,7 7,5 -

7,6 4,6 9,4 -

8,9 5,5

9,6 6,1

7,5

8,0

8,8

Les résultats montrent la présence de la catéchine dans les extraits du romarin et la

présence de la rutine dans les extraits des deux plantes.

On constate l’absence de la quercétine dans l’ensemble des extraits.

De même (Justesen et al., 2001) et (Wojdylo et al., 2007) qui ont utilisé comme

phase mobile un système gradient ont révélé l’absence de la quercétine dans les extraits

méthanoliques du romarin.
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II.5. Activité anti-oxydante :

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements

fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits

pourrait mener à des résultats dispersés selon l'essai utilisé. Par conséquent, une approche

avec des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus

instructif et même nécessaire (Ozturk et al., 2007).

Dans ce travail, deux méthodes sont utilisées : méthode de blanchissement de β-

carotène et le balayage du radical libre DPPH.

II.5.1. Test de blanchissement du β-Carotène :

La décomposition des acides gras est une des causes principales de la détérioration de

la nourriture. L’inhibition de l'oxydation des acides gras par l’utilisation des conservateurs

naturels, est une question importante dans l'industrie alimentaire (Kartal et al., 2007).

Dans ce test l'inhibition de l’oxydation de l’acide linoléique est mesurée en présence

du β-carotène, qui est employé comme marqueur.

Le changement d'absorbance à différents intervalles de temps (Figure.22 et 23) du β-

carotène a montré que l’EAcOEt du romarin semble a être le meilleur inhibiteur d’oxydation

de l'acide linoléique.
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Figure.22. Changement d'absorbance duβ- carotène à 490 nm en présence des extraits du

cumin, BHT et le control négatif (moyenne ± SD de trois mesures).
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Figure.23. Changement d'absorbance duβ- carotène à 490 nm en présence des extraits du

romarin, BHT et le control négatif (moyenne ± SD de trois mesures).

Les résultats (Figure.24 et 25) ont indiqué que les extraits du cumin et du romarin ainsi

que le BHT inhibe d’une manière significative (P<0.001) l’oxydation couplé de l’acide

linoléique β-carotène par rapport au control négatif.

Pour les extraits du cumin l’inhibition la plus élevée a été fournie par l’En-BuOH

(36.56%) suivie par l’EAcOEt (25.41%) et en dernier l’EBr (21.97%). Ces deux derniers ne

présentent pas une différence significative dans leur activité (P<0.05).

Malgré cette inhibition l’activité des trois extraits du cumin reste inferieure

significativement (P<0.001), par rapport au control positif BHT.

L’inhibition de l’oxydation était plus importante pour le romarin 79.34% pour l’E

AcOEt suivie respectivement par l’En-BuOH (48.03%) et l’EBr (45.41%), qui n’ont pas aussi

présenté une différence significative (P<0.05).

Nous constatons que les extraits du romarin ont montré une inhibition plus importante

que celle des extraits du cumin, mais reste significativement inferieure par rapport au BHT

(P<0.001).
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Figure.24. Activité anti-oxydante relative des extraits du cumin, BHT et le control négatif.

Con
tro

l n
ég

ati
f

E Br

E AcO
Et

E
n-B

uO
H

BHT
0

50

100

150

A
ct

iv
ité

an
ti-

ox
yd

an
te

re
la

tiv
e

Les barres avec des lettres différentes indiquent des activités significativement différentes
(P<0.05).

Figure.25. Activité anti-oxydante relative des extraits du romarin, BHT et le control négatif.
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Nous remarquons que l’activité la plus élevée est celle de l’une des fractions, ce qui a

été aussi constaté par (Abdel-Hameed, 2009). Les fractions d’acétate d’éthyle et le n-butanol

de 11 espèces de Ficus ont montré une activité anti-radicalaire plus importante que celles des

fractions d’Ether de pétrole, du Chloroforme et de l’extrait méthanolique (Abdel-Hameed,

2009).

Les deux fractions AcOEt et n-BuOH sont riche en flavonoïdes, ceci suggère un lien

entre l’activité anti-oxydante des deux fractions et ces composants.

Ce lien reste conditionné par la structure des flavonoïdes, particulièrement la

substitution hydroxy pour les anneaux aromatiques A et B et le modèle de substitution de

l’anneau C, les flavonoïdes les plus actifs possèdent de 3 à 6 groupes d’hydroxyle

(Tsimogiannis et al., 2007 ; Le et al., 2007), tandis que l'hydroxylation en position C3 semble

être nuisible pour leur pouvoir antioxydant et pour l'activité de chélation du fer. En revanche

la glycosylation des flavonoïdes réduit leurs capacités de piéger les radicaux libres

(Ramassamy, 2006). A titre d’exemple, le pouvoir antioxydant augmente du kaempferol,

quercétine à la myricétine, qui coïncide avec l’augmentation du modèle d’hydroxylation (Le

et al., 2007).

Nous constatons aussi que les extraits de deux plantes se sont avérés des antioxydants

modestes, par rapport aux données de la littérature, ce résultat est probablement due à la haute

spécificité de l’essai du blanchissement du β - carotène pour les composés lipophiles

(Gachkar et al., 2007).

Le coefficient de corrélation entre la teneur des extraits du cumin en polyphénols et

l’activité anti-oxydante était fortement significatif (R 2 = 0.816), indiquant que 81% de la

capacité anti-oxydante d'extraits, soit dû à la contribution des composés phénoliques et qu’ils

sont les antioxydants dominants dans ces extraits.

Ces résultats sont conformes aux résultats de beaucoup de groupes de recherche, qui

ont rapporté une telle corrélation positive entre le contenu phénolique total et l'activité anti-

oxydante (Wong et al., 2006 ; Tawaha et al., 2007 ; Perez et al., 2007 ; Hayouni et al.,

2007 ;Turkmen et al., 2007 ;Wojdylo et al., 2007 ; Surveswaran et al., 2007 ; Djeridane et

al., 2006 ).

Cependant, il n’ya pas une corrélation significative (R2 = 0.313) entre la teneur des

polyphénols et l’activité anti-oxydante des extraits du romarin. Ceci peut s’expliquer par se

qui à été constaté par (Dorman et al., 2003). Ces derniers ont montré que la capacité anti-

oxydante des extraits des plantes examinés (origan, romarin, sauge et le thym) n'est pas
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nécessairement liée à un contenu élevé de composés phénoliques, mais vraisemblablement

dépend fortement de l’acide rosmarinique, le composant phénolique principal actuel dans ce

type d'extrait de Lamiaceae.

Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et l'activité anti-oxydante est un

aspect intéressant, mais il faut prendre en considération que les composés phénoliques

répondent différemment dans l'analyse, selon le nombre de groupes phénoliques et que les

composés phénoliques totaux n’incorporent pas nécessairement tous les antioxydants qui

peuvent être présents dans un extrait (Tawaha et al., 2007).

L'attribution exacte de la capacité anti-oxydante à un composé, ou un petit groupe de

composants dans un extrait de plante est une tâche difficile, puisque l'activité efficace dépend

de plusieurs facteurs, tels que la concentration, les formes isomériques et l'interaction

synergique avec d'autres composants (Almela et al., 2006).

De même les résultats de Celiktas et ses collaborateurs (2007a) confirment aussi,

que l’activité anti-oxydante de divers extraits du romarin de différentes périodes de récolte

change également sensiblement.

D’autre part (Kosar et al., 2005) ont montré que le traitement acide (1.2 N HCl dans

l’ethanol 50%) des extraits d’une sélection de Lamiaceae, a augmenté d’une manière

générale l’activité anti-oxydante et que la prolongation du temps d’extraction (2-18 h) a eu

comme conséquence l’augmentation de la teneur en polyphénols, ainsi que l’activité anti-

oxydante des différents extraits de Camellia sinensis et Ilex paraguariensis (Turkmen et

al., 2007).

Après irradiation, (Perez et al., 2007) ont constaté une augmentation de 22% dans

l'activité anti-radicalaire des extraits ethanoliques et aqueux du romarin.

Les extraits obtenus en utilisant des solvants de haute polarité étaient

considérablement plus efficace que ceux obtenus en utilisant des solvants de basse polarité.

La polarité des solvants change la capacité de dissoudre un groupe choisi de composés

antioxydants, ce qui influe l’évaluation de l’activité anti-oxydante (Hayouni et al., 2007 ;

Turkmen et al., 2007).
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II.5.2. Test au DPPH :

Le radical DPPH est un radical libre organique stable, avec une bande maximum

d'absorption entre 515-528 nm.

Dans cet essai les antioxydants réduit et décolore le radical DPPH, à un composé jaune

le diphenyl picryl hydrazine, l'ampleur de la réaction dépendra de la capacité des

antioxydants de donner l’hydrogènes (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

Les résultats peuvent être exprimés en tant que : pourcentage de l’activité anti-

radicalaire ou en pourcentage de DPPH restant ou peuvent également être exprimés en

utilisant le paramètre IC50, qui est défini comme la concentration du substrat qui cause une

perte de 50% de l'activité de DPPH (Markowicz Bastos et al., 2007).

Nos résultats exprimés en tant que pourcentage de l’activité anti-radicalaire

(Figure.26 et 27), révèlent que tous les extraits testés ainsi que le BHT pris comme référence

sont des anti-radicalaires.

L’En-BuOH du cumin a présenté l’activité anti-radicalaire la plus élevée (94.55%),

suivie par l’EAcOEt (58.11%) et en dernier l’EBr (54.16%). Ces deux derniers ne présentent

pas une différence significative dans leur activité (P<0.05).

L’activité anti-radicalaire de l’EAcOEt et l’EBr du cumin reste inferieure

significativement (P<0.001), par rapport au control positif BHT (92.91%).

L’activité anti-radicalaire des extraits du romarin était plus importante (96.18%) pour

l’En-BuOH suivie respectivement par l’E AcOEt (95.81%) et l’EBr (80.50%).

Nous constatons qu’il n’ya pas de différence significative (P<0.05) entre l’activité de

l’En-BuOH et l’E AcOEt du romarin.
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Figure.26. Activité anti-radicalaire des extraits du cumin et le BHT.
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Les résultats de l’activité anti-radicalaire des extraits du romarin sont en accord avec

ceux obtenus par (Almela et al., 2006). Ces derniers ont constaté que les extraits

méthanoliques du romarin issus de différentes matières (plantes sauvages, plantes

égouttement-irriguées, sous-produit résultant de la distillation d'huile essentielle) ont montré

une activité anti-radicalaire, dont celle des extraits issus des plantes sauvages est presque

identique à celle du δ- tocophérol et plus haute que celle du BHT.

Nous constatons aussi que L’En-BuOH du cumin et l’En-BuOH, l’E AcOEt du

romarin ont présenté une activité plus élevée que celle du control positif (BHT). Cette activité

pourrait être liée à leur richesse en polyphénols.

La teneur des polyphénols totaux des extraits du cumin s’est corrélée significativement

(R2 = 0.977) avec leurs activité anti-radicalaire. De même pour les extraits du romarin avec

un coefficient de corrélation égale à 0.997. Ces résultats se corroborent aux résultats déjà

mentionnés auparavant (Wong et al., 2006 ; Tawaha et al., 2007 ; Perez et al., 2007 ;

Hayouni et al., 2007 ;Turkmen et al., 2007 ;Wojdylo et al., 2007 ; Surveswaran et al.,

2007 ; Djeridane et al., 2006 ).

Selon (Turkmen et al., 2007) les polyphénols semble être des donateurs efficaces

d'hydrogène au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale.

(Turkmen et al., 2007) ont constaté que les extraits du thé noir ayant une activité

anti-oxydante très élevée, ont également un contenu plus élevé en polyphénols.

Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas être négligés, par ce que la

synergie entre les différents produits chimiques l'un avec l'autre devrait être pris en

considération dans l'activité biologique (Bourgou et al., 2008).

D’un autre coté, la fraction phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les

interactions synergiques entre les antioxydants dans un mélange fait que l’activité anti-

oxydante dépend non seulement de la concentration, mais également de la structure et la

nature des antioxydants (Falleh et al., 2008).

Les résultats de Fellah et ses collaborateurs, (2008) ont montré que l’activité anti-

radicalaire des extraits méthanolique de Cynara cardunculus était organo-dépendante, les

extraits de graines ont montré la meilleure activité inhibitrice du DPPH, suivi des feuilles et

des fleurs.

Hinneburg et al., (2006) ont constaté que l’ hydrodistillat du cumin a une activité

anti-oxydante, qui varie selon le type d’essai utilisé. De même (Gachkar et al., 2007) ont
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constaté aussi que l’activité anti-oxydante diffère selon le test utilisé, l’huile essentielle du

romarin était meilleure que celle du cumin dans le balayage du radical libre DPPH, tandis

que celle du cumin était meilleure dans l’essai de blanchissement du β– carotène et que

l’activité était meilleure pour les deux types d’huiles dans le test de blanchissement du β-

carotène.

Cette hiérarchie observée dans l'activité anti-oxydante a été également constatée dans

nos résultats, qui révèlent une meilleure activité anti-oxydante de tous les extraits dans le test

au DPPH que le test de blanchissement du β- carotène. Le test au DPPH est simple, très

rapide et indépendant de la polarité des échantillons (Kartal et al., 2007) ce qui peut

expliquer cette hiérarchie.

En conclusion, les résultats des deux tests sont en accord avec ceux décrits dans la

littérature. En effet le romarin est une plante qui appartient à la famille des Lamiaceae, qui

inclut un grand nombre de plantes qui sont bien connu pour leurs propriétés anti-oxydantes et

que la plupart de leurs composants antioxydants ont été identifiés (Tepe et al., 2006 ;

Kivilompolo et al., 2007). Le romarin fait partie des antioxydants naturels accepté en tant

qu'une des épices avec l'activité anti-oxydante la plus élevée (Peng et al., 2005), cette

dernière est due principalement aux composés phénoliques, appartenant à trois groupes : les

diterpènes phénoliques, les acides phénoliques et les flavonoïdes (Almela et al., 2006).

Pendant les 10 dernières années, le romarin et ses constituants (le carnosol, l'acide

carnosique, l'acide ursolique, l'acide rosmarinique, l'acide caféique) sont intensivement

étudiés (Slamenova et al., 2002). L’acide carnosique et le carnosol, sont responsables de 90%

de l’activité anti-oxydante du romarin et représentent ensemble environ 5% du poids sec de

ses feuilles (Wei et Ho, 2006) (Visanji et al., 2006).

D'autres composés, tels que la genkwanine, la cirsimaritine (Ramirez et al., 2007),

l’acide chlorogénique, l’acide caféique (Peng et al., 2005), les caroténoïdes et α- tocophérol

sont également associés à l’activité anti-oxydante du romarin (Amin et Hamza, 2005). Des

études ont montré que certains composés, comme le rosmanol, rosmariquinone,

rosmaridiphénol et le carnosol, sont jusqu’à quatre fois effective que le BHA et égale au BHT

(Fernandez-Lopez et al., 2005).

Quelques chercheurs ont précédemment rapporté que les épices de la famille

ombellifères ont exhibé un effet antioxydant fort (Wojdylo et al., 2007) et que le cumin est

connu pour avoir des propriétés anti-oxydantes, en réduisant la susceptibilité de l'oxydation

des lipides (Dhandapani et al., 2002).
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II.6. Activité antimicrobienne :

II.6.1. Activité antibactérienne :

Pour l’évaluation du potentiel antibactérien de nos extraits, nous avons préféré de les

tester contre plusieurs cibles, car chacune d’elles possède des structures cellulaires et un

métabolisme particulier.

Les résultats présentés dans les tableaux et les figures ci-dessous montrent que :

L’EAcOEt et l’En-BuOH du cumin se sont avérés inactif contre l’ensemble des

souches testées, l’EBr est actif seulement contre Staphylococcus aureus ATCC.

Les extraits du romarin présentent des activités importantes, qui s’étendent sur la

totalité des souches de la collection, dont L’EAcOEt est le plus actif.

Les souches Escherichia coli ATCC et Klebseila pneumoniae possèdent un potentiel

de résistance très élevé contre l’action antibactérienne des 3 extraits du romarin.

Quelques zones d’inhibition modérées avec l’EAcOEt ont été enregistrées avec

Pseudomonas aeruginosa ATCC (11.33 ± 1.15mm), les deux souches d’Entérobacter sp

(13.00 ± 0 .00 ; 15.67 ± 0.58) et Serratia sp (12.33 ± 1.53mm).

La bactérie Entérobacter sp (BLSE+CHN) est une bactérie hautement résistante aux

antibiotiques, mais s’est révélée très sensible à l’EAcOEt du romarin que la bactérie

Entérobacter sp sensible à la Cefotaxime.

Une activité la plus élevée avec les 3 extraits du romarin, a été remarquée chez

Staphylococcus aureus ATCC, qui est sensibilisée aux faibles concentrations d’extraits.

Sterptocoque sp une bactérie Gram (+), s’est révélée résistante aux extraits testés.

Les effets inhibiteurs augmentent considérablement avec la concentration des extraits.

La majorité des extraits peuvent conserver une activité décelable, après des dilutions faibles.

L’EAcOEt du romarin a persisté actif aussi après la dilution 1/16 pour les souches

Pseudomona aeruginosa ATCC, Staphylococcus aureus ATCC et les 2 souches

d’Entérobacter sp.
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Tableau.12. Diamètre de la zone d’inhibition de l’EBr du cumin.

Les souches bactériennes

Diamètre de la zone d’inhibition *(mm)

les dilutions de l’EBr du cumin

1/4 1/8 1/16 1/32

Escherichia coli ATCC - - - -

Pseudomonas aeruginosa ATCC - - - -

Staphylococcus aureus ATCC 16.33 ± 0.58 14.33 ± 0.58 12.67 ± 0.58 9.67 ± 1.53

Entérobacter sp - - - -

Entérobacter sp BLSE+CHN - - - -

Klebseila pneumoniae BLSE - - - -

Serratia sp - - - -

Sterptocoque sp - - - -

(*) Diamètre de la zone d’inhibition produite autour des disques par l’ajout de 10 μL
d’extrait.

(Diamètre du disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures
±SD.

Tableau.13. Diamètre de la zone d’inhibition de l’EBr du romarin.

Souches bactériennes

Diamètre de la zone d’inhibition *(mm)

les dilutions de l’EBr du romarin

1/2 1/4 1/8 1/16

Escherichia coli ATCC - - - -

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10.00 ± 1.73 8.67 ± 1.15 7.33 ± 1.15 -

Staphylococcus aureus ATCC 25.33 ± 1.15 23.67 ± 0.58 17.67 ± 0.58 17.33 ± 0.58

Entérobacter sp 9.00 ± 1.00 8.00 ± 0.00 - -

Entérobacter sp BLSE+CHN 12.33 ± 1.15 9.66 ± 0.58 9.33 ± 0 .58 -

Klebseila pneumoniae BLSE 7.67 ± 0.58 - - -

Serratia sp 7.00 ± 0.00 - - -

Sterptocoque sp 7.67 ± 0.58 - - -

(*) Diamètre de la zone d’inhibition produite autour des disques par l’ajout de 10 μL
d’extrait.

(Diamètre du disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures
±SD.
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Tableau.14. Diamètre de la zone d’inhibition de l’EAcOEt du romarin.

Souches bactériennes

Diamètre de la zone d’inhibition *(mm)

les dilutions de l’EAcOEt du romarin

1/2 1/4 1/8 1/16

Escherichia coli ATCC 8.00 ± 0 .00 - - -

Pseudomonas aeruginosa ATCC 11.33 ± 1.15 11.33 ± 1.15 9.33 ± 0.58 8.67 ± 0.58

Staphylococcus aureus ATCC 28.33 ± 0.58 27.67 ± 0.58 24.67 ± 1.53 23.33 ± 0.58

Entérobacter sp 13.00 ± 0 .00 12.33 ± 0.58 9.33 ± 2.31 9.33 ± 0.58

Entérobacter sp BLSE+CHN 15.67 ± 0.58 16 ± 2.00 13.67 ± 0.58 11.00 ± 2.64

Klebseila pneumoniae BLSE - - - -

Serratia sp 12.33 ± 1.53 12.33 ± 0.58 9.67 ± 1.53 7.33 ± 1.15

Sterptocoque sp 8.67 ± 1.15 8.00 ± 0 .00 - -

(*) Diamètre de la zone d’inhibition produite autour des disques par l’ajout de 10 μL
d’extrait.

(Diamètre du disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures
±SD.

Tableau.15. Diamètre de la zone d’inhibition de l’En-BuOH du romarin.

Souches bactériennes

Diamètre de la zone d’inhibition *(mm)

les dilutions de l’En-BuOH du romarin

1/2 1/4 1/8 1/16

Escherichia coli ATCC - - - -

Pseudomonas aeruginosa ATCC - - - -

Staphylococcus aureus ATCC 24.00 ± 1.00 24.00 ± 1.00 19.67 ± 0.58 18.33 ± 0.58

Entérobacter sp - - - -

Entérobacter sp BLSE+CHN 8.33 ± 0.58 - - -

Klebseila pneumoniae BLSE - - - -

Serratia sp - - - -
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Sterptocoque sp 9.67 ± 0.58 - - -

(*) Diamètre de la zone d’inhibition produite autour des disques par l’ajout de 10 μL
d’extrait.

(Diamètre du disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures
±SD.

Figure.28. L’effet de l’EAcOEt du romarin sur Staphylococcus aureus ATCC.

Figure.29. L’effet de l’EAcOEt du romarin sur Sterptocoque sp.

Figure.30. L’effet de l’EAcOEt du romarin sur l’Entérobacter sp BLSE+CHN.
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Figure.31. L’effet de l’EBr du romarin sur Pseudomonas aeruginosa ATCC.

Figure.32. L’effet de l’En-BuOH du romarin Staphylococcus aureus ATCC.

Figure.33. L’effet de l’EBr du cumin sur Staphylococcus aureus ATCC.
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La sensibilité aux différentes huiles est classifiée selon le diamètre des zones

d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour le diamètre moins de 8 mm ; sensible (+) pour

un diamètre entre 9-14 mm ; très sensible (+ +) pour un diamètre entre 15-19 mm et

extrêmement sensible (+++) pour le diamètre plus que 20 mm (Moreira et al., 2005).

Les tableaux.16 et17 montrent la sensibilité des souches testées vis-à-vis les six

extraits.

Tableau.16. La sensibilité des souches bactériennes vis-à-vis les extraits du
cumin.

Souches bactériennes
Sensibilité

EBr EAcOEt En-BuOH

Escherichia coli ATCC _ _ _

Pseudomonas aeruginosa ATCC _ _ _

Staphylococcus aureus ATCC ++ _ _

Entérobacter sp _ _ _

Entérobacter sp BLSE+CHN _ _ _

Klebseila pneumoniae BLSE _ _ _

Serratia sp _ _ _

Sterptocoque sp _ _ _

Non sensible (_), Sensible (+), Très sensible (+ +), Extrêmement sensible

(+++)

Tableau.17. La sensibilité des souches bactériennes vis-à-vis les extraits du
romarin.

Souches bactériennes
Sensibilité

EBr EAcOEt En-BuOH

Escherichia coli ATCC _ _ _

Pseudomonas aeruginosa ATCC + + _

Staphylococcus aureus ATCC +++ +++ +++

Entérobacter sp + + _

Entérobacter sp BLSE+CHN + ++ _

Klebseila pneumoniae BLSE _ _ _

Serratia sp _ + _
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Sterptocoque sp _ _ +

Non sensible (_), Sensible (+), Très sensible (+ +), Extrêmement sensible

(+++)

Les résultats révèlent des réponses variables en fonction des souches, de la

concentration, type de l’extrait testé et que la sensibilité ou la résistance aux antibiotiques n’a

aucun rapport avec celle des extraits.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram (+) par

rapport aux Gram (-) (Falleh et al., 2008 ; Hayouni et al., 2007 ; Turkmen et al., 2007 ;

Shan et al., 2007 ; Koné et al., 2004), Ceci peut s’attribuer à la différence dans les couches

externes des bactéries Gram (-) et Gram (+). Les bactéries Gram (-), indépendamment de la

membrane des cellules, possèdent une couche additionnelle la membrane externe, qui se

compose des phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharides, cette membrane est

imperméable à la plupart des molécules. Néanmoins, la présence des porines dans cette

couche permettra la diffusion libre des molécules avec une masse moléculaire en-dessous de

600 Da. Cependant, l'inhibition de la croissance des bactéries Gram (-) a été rapportée,

particulièrement en combinaison avec les facteurs qui peuvent déranger l’intégrité de la

cellule et/ou la perméabilité de la membrane, telle que les basses valeurs du pH et

concentrations accrues en NaCl (Georgantelis et al., 2007).

L’hypersensibilité de la souche Staphylococcus aureus ATCC peut s’expliquer par la

probabilité de sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux

externes, tels que la température, le pH et les extraits naturels dus à l'absence de la membrane

externe (Balentine et al., 2006).

Certaines études ne révèlent aucune activité antimicrobienne sélective vis-à-vis les

bactéries Gram (+) ou Gram (–) (Guesmi Et Boudabous, 2006). La résistance de la souche

Sterptocoque sp peut être attribuée à la capacité de l’agent antibactérien de diffusé

uniformément dans l'agar (Hayouni et al., 2007).

La zone d’inhibition augmente considérablement avec la concentration des extraits, ce

qui a été constaté aussi par Dordevic et ses collaborateurs, (2007). Les auteurs ont révélé des

zones d’inhibition de l’ordre de (20.5 ± 1.8 mm), (12.8 ± 0.5 mm), (16.3 ± 0.5 mm)

respectivement pour les souches Staphylococcus aureus ATCC, Escherichia coli ATCC,

Pseudomonas aeruginosa ATCC pour une dilution au 2% d’huile essentielle de Carlina

acanthifolia, ces zones sont augmentées de l’ordre de : (21.8 ± 0.9 mm), (13.5 ± 0.5 mm),

(19.3 ± 0.5 mm) pour une dilution au 4%.
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La charge du disque influe l’activité antimicrobienne, Rasooli et ses collaborateurs,

(2008) ont remarqué que l’inhibition de la croissance d’Aspergillus parasiticus est forte

lorsque le disque est plus chargé en huiles essentielles de Rosmarinus officinalis et

Trachyspermum Copticum.

Nous avons employé une quantité moyenne de 10µl d’extrait par disque, par rapport à

Gachkar et al., (2007) qui ont employé des fractions minimales de 5µl d’huile, tandis que

(Dimitrijevic et al., 2007), (Abutbul et al., 2004) ont employé des fractions plus riches : 20

µl et 15 µl par disque.

La méthode utilisée pour l’évaluation de l’activité antibactérienne influe aussi les

résultats (Natarajan et al., 2005) et (Fazeli et al., 2007) ont constaté que la méthode de

diffusion à partir des puits sur gélose est plus adaptée pour étudier l’activité des extraits

aqueux et organiques de l’Euphorbia fusiformis et Hydro-ethanoliques de Rhus coriaria et

Zataria multifora, que la méthode de diffusion en milieu gélosé .

Plusieurs classes de polyphénols telles que les acides phénoliques, flavonoïdes et les

tannins servent de mécanisme de défense des plantes contre les micro-organismes, les

insectes, et les herbivores pathogènes ( Falleh et al., 2008). Les Polyphénols, tels que les

tannins et les flavonoïdes comme l’epigallocatéchine, la catéchine, la myricétine, la

quercétine, (Shan et al., 2007) et lutéoline (Askun et al., 2009) sont des substances

antibactériennes importantes.

L’HPLC a révélé la présence de la catéchine dans tous les extraits du romarin, ce qui

peut expliquer l’activité antibactérienne des extraits de cette plante.

Nous avons constaté qu’il n’ya pas une corrélation entre le contenu phénolique des

extraits du romarin et l’activité antibactérienne. Les valeurs du coefficient de corrélation R2

calculées étaient entre R2 = 0.442 et R2 = 0.001 et diminuent dans l'ordre suivant :

Sterptocoque sp ; Escherichia coli ATCC ; Pseudomonas aeruginosa ATCC ; Staphylococcus

aureus ATCC, Entérobacter sp et Entérobacter sp BLSE+CHN.

De même pour l’EBr du cumin n’a pas présenté cette corrélation (R2 = 0.323).

Des résultats similaires (R2 = 0.00) ont été obtenus par (Turkmen et al., 2007) lors de

l’évaluation de l’activité antibactérienne des extraits de thé.

Seule l’inhibition de la souche Klebseila pneumoniae qui a présenté une corrélation

très significative, entre le taux des polyphénols de l’EBr du romarin et l’activité

antibactérienne avec un coefficient R2 = 0.992.

Ce résultat est conforme avec la première étude systématique élaborée par (Shan et

al., 2007), en effet cette étude montre un rapport fortement positif entre l'activité
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antibactérienne et le taux des polyphénols d’un grand nombre d'extraits (46) d'épices et

d'herbes, les valeurs des coefficients de corrélation R2 étaient compris entre 0.93 et 0.73.

l’activité antimicrobienne ne dépend pas seulement de la présence des composés

phénoliques, mais également de la présence de divers métabolites secondaires (Kil et al.,

2009), de l’emplacement et le nombre des groupes d'hydroxyles (Falleh et al., 2008).

La richesse du cumin en flavonoïdes n’a pas amélioré son effet antibactérien, ces

derniers théoriquement pourraient exercer des effets antibactériens puisqu'ils sont des

puissants inhibiteurs in vitro de l’ADN gyrase (Milane, 2004) .

L’absence des flavonoïdes doués de l’activité antibactérienne dans les extraits du

cumin, comme les flavanones qui ont montré un effet bactéricide sur un Staphylococcus

aureus pourrait expliquer les résultats obtenus (Milane, 2004).

Généralement, toutes les plantes de la famille Lamiaceae connues pour ses composés

phénoliques, ont été prouvé actif contre une variété de micro-organismes (Gortzi et al.,

2007). L'activité antimicrobienne du romarin a été également attribuée à l’acide rosmarinique,

l’acide chlorogénique et l’acide caféique (Tsai et al., 2007), l'acide carnosique et à quelques

composés de l’huile essentielle, principalement le bornéol et le camphre (Ramirez et al.,

2007).

Bien que, l’éthanol et le méthanol fussent les meilleurs solvants que d'autres en

extrayant les composés phénoliques, en raison de leur polarité et de leur bonne solubilité pour

ces composés, les résultats ont prouvé que l'éthanol était le meilleur solvant pour extraire les

composés phénoliques, suivi du méthanol et finalement par de l’eau (Mohsen et Ammar,

2009) ce qui pourrait expliquer la différence mentionnée ci-après.

Nous avons constaté une différence on comparant la zone d’inhibition d’Escherichia

Coli ATCC (0.00 mm) obtenue par l’EBr du romarin avec celle (16.62 mm) obtenue par

l’extrait ethanolique testé par (Zhang et al., 2009).

Les résultats de (Ertürk, 2006) révèlent que l’extrait ethanolique du cumin est actif

contre Escherichia coli ATCC, Pseudomonas aeruginosa ATCC, par rapport à l’EBr du

cumin.

Les différences trouvées peuvent être attribuées aux plusieurs facteurs tels que les

facteurs inhérents (variété, conditions ambiantes, facteurs écologiques, variations

saisonnières), les méthodes d'extraction (Moreira et al., 2005 ; Sagdic et Ozcan 2003 ;

Celiktas et al., 2007a, Turkmen et al., 2007), préparation de l’extrait, solvant utilisé, la

sensibilité des bactéries (Loziene et al., 2007), et finalement l’organe de la plante utilisé

(Natarajan et al., 2005).
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Nos résultats n’indiquent pas que le cumin est une plante qui ne nécessite pas une

importance dans ce domaine, parce que l’huile essentielle de cette plante a montré une activité

forte contre Escherichia coli ATCC (13.00 mm), Staphylococcus aureus ATCC (10.00 mm),

Lesteria monocytogenes PTCC (17.67mm), par rapport à celle du romarin : 16.67 mm ; 8.33

mm ; 16 mm (Gachkar et al., 2007).

En contre partie, nos résultats viennent confortés ceux de (Shan et al., 2003) qui ont

trouvé que l’extrait méthanolique du cumin n’a aucune activité contre Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, tandis que celui du romarin s’est révélé actif contre le Staphylococcus

aureus avec une zone d’inhibition égale à 8.9 mm (y compris 4.6 mm diamètre du puits) et

inactif contre Escherichia coli.

D’un autre coté, elles sont en accord avec ceux de (Celiktas et al., 2007a) qui ont

indiqué que les bactéries testées étaient sensibles aux huiles essentielles et partiellement aux

extraits méthanoliques du romarin.

Il est important, de préciser qu’un résultat observé lors de l’évaluation d’un extrait

brut ou d’une fraction enrichie est la composante de deux paramètres : l’activité intrinsèque

des produits actifs et leur quantité relative dans l’extrait. Par exemple, une activité avérée

d’un extrait peut aussi bien être le reflet d’une faible quantité de constituants très actifs que

d’une grande quantité de constituants peu actifs (Ferrari, 2002), ou à certains constituants

tels que les hydrocarbures et les alcools qui démontrent un synergisme (Chaibi et al., 1997).

Il ne faut pas oublier que le produit actif qui se présente dans la plante peut être :

soit actif sans être métabolisé et aura ainsi une activité in vitro et in vivo ; soit actif après

métabolisation et dans ce cas il sera inactif in vitro et actif in vivo.

Pour de nombreuses plantes, en fonction de la date de la récolte il aura des variations

très importantes dans la composition chimique et de l’activité. L’exemple du latex obtenu par

incision du tronc d'Alafia multiflora utilisé pour le traitement des plaies en Afrique tropicale.

Selon la période de récolte le taux d'acide vanillique varie de 5 % à 16 % et l'activité

parallèlement d'un facteur 3 (Balansard, 2007).

Il a été rapporté que les composés responsables de l'action antibactérienne semblent

vraisemblablement être les diterpénoïdes phénoliques, qui sont les composés principaux de la

fraction apolaire des extraits des plantes (Fernandez-Lopez et al., 2005), Ceci pourrait

expliquer la modeste activité de nos extraits polaires.

Néanmoins, il est toujours possible que l'ajout de DMSO à un extrait végétal diminue

son activité intrinsèque de telle manière que dans ce cas le résultat n'a qu'une valeur relative

(Balansard, 2007).
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Finalement, il s’agit d’extraits, contenant un grand nombre de composés différents. Il

est donc probable qu’ils contiennent des composés qui, une fois purifié, aient une activité

comparable à celle d’un agent chimique.

Les résultats du test de synergie sont indiqués dans le tableau.18

Tableau.18. Diamètre de la zone d’inhibition de L’EBr du cumin + l’EBr du
romarin.

Souches bactériennes

Diamètre de la zone d’inhibition *(mm)

L’EBr du cumin + l’EBr du romarin à la dilution

¼

Escherichia coli ATCC -

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9.67 ±0 .58

Staphylococcus aureus ATCC 18.50 ±2 .12

Entérobacter sp 9.00 ±0 .00

Entérobacter sp 11.67 ±0 .58

Klebseila pneumoniae -

Serratia sp -

Sterptocoque sp -

(*) Diamètre de la zone d’inhibition produite autour des disques par l’ajout de 10 μL

d’extrait.

(Diamètre du disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures

±SD.

Les présents résultats n’ont pas révélé une synergie d’action, entre les extraits

méthanoliques des deux plantes, par contre (Zhang et al., 2009) ont observé un effet

antimicrobien fort d’un mélange d'extrait ethanolique du romarin et celui de la réglisse qui

peut être un résultat des effets synergiques des composés spécifiques dans ce mélange

d’extraits.

En conclusion, la différence de l’activité anti-oxydante et antimicrobienne des extraits

des deux plantes semble être directement lié la diversité quantitative et/ou qualitative des

composés qui présents dans ces extraits.
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II.6.2. Activité antifongique :

Aucune zone d’inhibition n’a été constatée autour des disques imprégnés des

différents extraits.

Les résultats de (Ertürk, 2006), ont démontré des zones d’inhibition de 15 à 14 mm

de l’extrait ethanolique du cumin respectivement vis-à-vis d’Aspergilus niger et Candida

albicans. Ce qui indique que l’activité antifongique dépend aussi de plusieurs facteurs tels que

le type du solvant utilisé pour l’extraction.

A la lumière de ces résultats ont dit que les extraits des deux plantes ne contiennent

pas d’agent antifongique.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ces dernières années, il y a eu un intérêt croissant pour l'utilisation des antioxydants

et des antimicrobiens naturels. De nombreux chercheurs ont été intéressés par les composés

biologiquement actifs isolés des extraits de plantes.

Ce travail avait pour objectifs d’évaluer l’activité anti-oxydante et antimicrobienne des

extraits (EBr, EAcOEt et En-BuOH) du cumin et du romarin, relativement à leur teneur

polyphénolique.

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux, par le réactif de Folin-Ciocalteu a révélé

que le romarin est plus riche en polyphénols que le cumin.

Le dosage quantitatif des flavonoïdes par la méthode d’AlCl3 a révélé que le cumin est

plus riche en flavonoïdes que le romarin.

Le coefficient de corrélation (R2 = 0.197) indique l’absence d’une corrélation

significative entre la teneur des flavonoïdes et des polyphénols des extraits du cumin.

Une corrélation très significative est trouvée entre la teneur des flavonoïdes et des

polyphénols des extraits du romarin (R2 =0.969).

L’analyse qualitative par HPLC a montré la présence de la rutine dans tous les extraits,

la catéchine dans les extraits du romarin et l’absence de la quercétine dans l’ensemble des

extraits.

Les résultats du test de décoloration du β-carotène ont montré une activité inhibitrice

d’oxydation de l’acide linoléique pour l’ensemble des extraits, cette dernière reste

significativement inferieure à celle du control positif BHT (P<0.001). L’EAcOEt du

romarin a montré l’activité la plus importante avec un taux d’inhibition égale à 79.34%.

Le coefficient de corrélation (R 2 = 0.816) entre la teneur en polyphénols des extraits

du cumin et l’activité anti-oxydante a indiqué que les composés phénoliques interviennent

dans l’activité anti-oxydante des ces extraits, tandis qu’il n’ya pas une corrélation significative

(R2 = 0.313) entre la teneur en polyphénols et l’activité anti-oxydante des extraits du romarin.

Les résultats du test au DPPH ont montré que les extraits : En-BuOH du cumin, En-

BuOH et EAcOEt du romarin ont présenté des activités anti-radicalaires égales à 94.55%,

96.18%, 95.81% respectivement. On peut noter que ces activités étaient même plus élevées

que celle du BHT (92.91%)

La teneur en polyphénols totaux des extraits du cumin et du romarin s’est corrélée

significativement (R2 = 0.977, R2 = 0.997) avec leurs activités anti-radicalaires.



L’activité antimicrobienne a été évaluée sur 8 souches bactériennes et 4 souches

fongiques, par la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Les résultats biologiques obtenus

tout au long de ce test ont montré que : les extraits du romarin ont présenté une activité

antibactérienne contre un certain nombre de bactéries et l’EAcOEt s’est révélé le plus actif,

alors que seul l’EBr du cumin qui était actif contre Staphylococcus aureus ATCC.

Les extraits du romarin ont témoigné d’une activité antibactérienne intéressante

surtout contre la bactérie multi-résistante Entérobacter sp (BLSE+CHN).

Seule l’inhibition de la souche Klebseila pneumoniae a présenté une corrélation très

significative entre le taux des polyphénols de l’EBr du romarin et l’activité antibactérienne

avec un coefficient R2 =0.992.

Les extraits des deux plantes se sont révélés inactifs vis-à-vis les souches fongiques et

aucune synergie n’a été révélée pendant l’evaluation de l’activité antimicrobienne.

Les résultats présentés ici peuvent contribuer à la connaissance des potentiels

antioxydants et antimicrobiens de ces espèces.

Une prolongation de ce travail à l'avenir est souhaitable pour étudier les composants

présents dans l’EAcOEt du romarin et pour évaluer leur activité antibactérienne et anti-

oxydante.

Ces résultats préliminaires montrent que l’EAcOEt du romarin témoigne d’une activité

antibactérienne et anti-oxydante in vitro, Il serait également intéressant de réaliser d’autres

études pour évaluer le potentiel in vivo sur des modèles animales. Une recherche de l’agent

antibactérien responsable de l’inhibition de l’Entérobacter sp (BLSE+CHN) est aussi

nécessaire et semble d’une grande importance.

Les mécanismes de l'action de chaque composé phénolique contre diverses bactéries

sont très compliqués, il serait donc nécessaire d’étudier plus loin et de comprendre le rapport

entre l’activité antibactérienne et anti-oxydante et la structure chimique du composé

phénolique dans les extraits examinés.

Nous pensons montrer à travers ce travail que les plantes constituent un réservoir très

intéressent pour la recherche dans le futur.
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الملخص

carotène-βطریقة تفسخ :إن الھدف من ھذه الدراسة ھو تقییم النشاط المضاد للتأكسد بواسطة طریقتین

عن طریق الانتشار على وسط صلب،التأثیر المضاد للمیكروبات ختبارواDPPHوطریقة النشاطیة الازاحیة تجاه جذر 

لبذور نبتة الكمون وأوراق نبتة )مستخلص خلات الاثیل و مستخلص البوتانول العاديالمستخلص الخام،(لمستخلصات 

.الإكلیل

قمنا أولا بإجراء تقدیر كمي بواسطة مطیافیة الأشعة فوق البنفسجیة المرئیة للفینولات و كذلك الفلافونیدات على 

ودراسة تحلیلیة للفلافونیدات بواسطة كروماتوغرافیا السائل العالي الأداءأساس أنھا أھم قسم من العائلة الفینولیة 

.(HPLC)

بینت غنى AlCl3و الفلافونیدات بواسطة طریقة Folin-Ciocalteuبواسطة طریقة التقدیر الكمي للفینولات

195.45)الإكلیل بالفینولات  ± 4.16 mg EAG/g d’EBr)17.39)و الكمون بالفلافونیدات ± 2.71 mg EQ/g

d’EBr).

في مستخلصات catéchineفي كل المستخلصات وrutineبینت وجودHPLCالدراسة التحلیلیة  بواسطة 

.الإكلیل

نتائج النشاط المضاد للتأكسد و البكتیریا أوضحت أن مستخلصات الإكلیل كانت فعالة كعوامل مضادة للتأكسد و 

.البكتیریا

ص خلات الاثیل لنبتة الإكلیل تمیز بنشاط مضاد للأكسدة جد carotène-βطریقة تفسخ  بینت أن  مستخل

بینت أن مستخلص البوتانول العادي لنبتة الكمون DPPH، بینما طریقة النشاطیة الازاحیة تجاه جذر %79.34)(عالي

لنبتة الإكلیل تمیزت بنشاطیة ازاحیة )95.81%(و خلات الاثیل)96.18%(مستخلصي البوتانول العادي و)%94.55(

.BHTأعلى من نشاطیة 

مستخلص خلات الاثیل لنبتة الإكلیل كان الأكثر فعالیة على مجموع البكتیریات المختبرة  واظھر نشاط مھما  

Entérobacterمضادا للبكتیریا ضد السلالة المقاومة  sp (BLSE+CHN).

كذلك نتائج النشاط المضاد .ینت عدم فعالیة كل المستخلصات ضد السلالات الفطریةنتائج النشاط المضاد للفطریات ب

)(للمیكروبات لم تبین وجود أي قوة جمع  Synergieبین المستخلصات الخامة للنبتتین.

.الكمون، الإكلیل، الفینولات،  النشاط المضاد للتأكسد، النشاط المضاد للمیكروبات:الكلمات المفاتیح 



RESUME

Le présent travail a pour objectif d’évaluer l’activité anti-oxydante par le biais de deux

méthodes : la méthode de blanchissement du β-carotène et la méthode au DPPH et de tester

l’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion en milieu gélosé, des extraits (EBr,

EAcOEt et En-BuOH) des graines du cumin et les feuilles du romarin.

Nous avons tout d’abord procédé aux dosages quantitatifs colorimétriques par un

spectrophotomètre UV-Vis des polyphénols totaux, ainsi que les flavonoïdes comme étant la

classe la plus importante de la famille des polyphénols et à une analyse qualitative des

flavonoïdes par chromatographie liquide à haute performance (HPLC).

Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et

des flavonoïdes par la méthode d’AlCl3 ont révélé la richesse du romarin en polyphénols

(195.45 ± 4.16 mg EAG/g d’EBr) et du cumin en flavonoïdes (17.39 ± 2.71 mg EQ/g

d’EBr).

L’analyse qualitative par HPLC a révélé la présence de la rutine dans tous les extraits

et la catéchine dans les extraits du romarin.

L’expression des résultats de l’activité anti-oxydante et antibactérienne a montré que

les extraits du romarin étaient plus actifs, comme agents antioxydants et antibactériens.

Dans le test de blanchissement du β-carotène, l’EAcOEt du romarin a montré l’activité

anti-oxydante la plus élevée (79.34%), tandis que dans le test au DPPH l’En-BuOH du cumin

(94.55%) et les extraits En-BuOH (96.18%), EAcOEt (95.81%) du romarin ont présenté une

activité anti-radicalaire plus élevée que celle du BHT (92.91%).

L’EAcOEt du romarin était l’extrait le plus actif sur l’ensemble des bactéries testées et

a révélé une activité antibactérienne intéressante contre la souche multi-résistante

Entérobacter sp (BLSE+CHN). Les résultats de l’activité antifongique ont montré

l’inefficacité de tous les extraits contre les souches fongiques. De même les résultats de

l’activité antimicrobienne n’ont pas indiqué une synergie entre l’EBr des deux plantes.

Mots clés : Cumin, Romarin, Polyphénols, Activité Anti-oxydante, Activité antimicrobienne.



ABSTRACT
This work aims at evaluating the antioxidant activity by the means of two methods:

the β-carotene bleaching method and DPPH assay as well as testing the antimicrobial activity

by the Agar-well diffusion method, of the extracts (EBr, EAcOEt and En-BuOH) of the seeds

of cumin and the rosemary leaves.

First, we carried out colorimetric quantification by a spectrophotometer UV-Vis of

total polyphenols as well as the flavonoids being the most important class of the family of

polyphenols. Afterwards, we have proceeded at analysis of the flavonoids by high

performance liquid chromatography (HPLC).

The quantification of total polyphenols using the Folin-Ciocalteu method and of the

flavonoids using the AlCl3 method revealed the richness of the rosemary in polyphenols

(195.45 ± 4.16 mg EAG/g of EBr) and the cumin in flavonoids (17.39 ±2.71 mg EQ/g of

EBr). The analysis by HPLC revealed the presence of rutin in all the extracts and the catechin

in the extracts of the rosemary.

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

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

In theβ-carotene bleaching test , the EAcOEt of the rosemary displayed a very high

antioxidant activity (79.34%), whereas in the DPPH assay the En-BuOH of the cumin

(94,55%) and the extracts En-BuOH (96,81%), EAcOEt (59.81%) of the rosemary have

shown an radical-scavenging activity overpassing that of the BHT (92,91%).

The rosemary EAcOEt has been the most active extract against the whole tested

Bacterial strains. It has revealed an interesting antibacterial activity against the multi-resistant

strain Entérobacter sp (ESBL+HLC).

The results of the antifungal activity showed the inefficiency of all the extracts against

the fungal strains. Similarly, the results of the antimicrobial activity did not indicate a

synergy between the EBr of the two plants.

Key words: Cumin, Rosemary, Polyphenols, Antioxidant activity, Antimicrobial Activity.


