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Introduction



Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies (ATHAMENA, 2009).
Dans le monde, pres de 80% de la population a recours aux plantes médicinales par manque
d’acces aux médicaments prescrits. Mais aussi parce que les plantes ont pu démontrer une
réelle efficacité (BENAISSA, 2008 in YEZZA ET BOUCHAMA, 2014).

Les plantes contiennent des métabolites secondaires qui peuvent étre définis comme des
molécules indirectement essentielles a la vie des plantes, par son opposition aux métabolites
primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme central. Ces métabolites
secondaires exercent une action déterminante sur l'adaptation des plantes a leur
environnement. lls participent ainsi, de maniére tres efficace ; a la tolérance des végétaux a
des stress variés (attaque de pathogenes d’insectes, sécheresse, lumiére UV) (HADJ SALEM,
2009)

Les flavonoides constituent I’un des principales classes des métabolites secondaires qui
se localisent généralement au niveau de différentes parties de la plantes. Ces composés sont
connus pour leurs propriétés. En effet, de nombreuses études ultérieures ont prouvé que les
flavonoides étaient capables d’inhiber différents types de microorganismes : bactéries,
levures, moisissures, protozoaires et méme virus. Néanmoins il y avait une grande spécificité
entre les molécules actives et les microorganismes visés ; d’ou I’importance de bien choisir le
flavonoide approprié (FALLEH etal ., 2008 in TELIBI, 2013).

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20eme siécle pour que les
scientifiques commencent a s’y intéresser (YANO et al. 2006 in ZAGHAD, 2009).

Le romarin (Rosmarinus Officinalis L.) fait I’objet de récentes recherches dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques et agro-alimentaires. C’est une herbe aromatique de
la famille des Lamiacées, appréciée pour ses propriétés aromatiques, anti-oxydantes,
antimicrobiennes, antispasmodiques, emménagogues et anti-tumorales, largement utilisée
dans les produits pharmaceutiques et en médicine traditionnelle (BELHI et
BOURAS, 2014)

Ainsi, ce travail a pour objectif I’étude de I’activité antibactérienne des extraits de
flavonoide de Rosmarunis officinalis vis-a-vis trois souches de bactérie en fonction de temps,

et ceci a travers :

-



L'effet de période d’échantillonnage (saison) sur le rendement des extraits
I’effet de saison d’échantillonnage sur l'activité antibactérienne des extraits vis-a-vis
des souches bactériennes de référence, a Gram positif et a Gram négatif, en milieu

gélosé.




Généralité sur I’espéece
Rosmarinus officinalis L.



1. Généralité sur les plantes médicinales et aromatiques

Les plantes médicinales et aromatiques furent utilisées par I’homme depuis I’antiquité.
De nos jours leur utilisation a pris un essor considérable dans les industries de parfum, produit
cosmétiques et pharmaceutiques. Les plantes sont la source principale de substances actives
ou au moins 35000 espéces sont utilisées dans le monde. L’Algérie avec sa situation
géographique et ses reliefs présente une flore de 3510 especes dont 450 especes sont

répertoriées dans les hauts plateaux et le grand sud du pays (QUEZEL et MEDAIL, 1995).

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos meédicaments, déja
environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partie de plantes (CHAABI,

2008).le romarin Rosmarinus officinilis est une plante médicinale et aromatique originaire du

bassin méditerranéen qui pousse a I’état sauvage.
2. genéralité sur I’espéce Rosmarinus officinalis L.

2.1. Origine du nom

Le nom latin Rosmarinus est interprété, comme dérivé de "ros" rosée et "marinus"
appartenant a la mer autrement rosée marin, ce qui fait référence a la présence du romarin
sur les cotes et les Tles de la Méditerranée et a diverses légendes liées a cette plante
(GUINOCHET, 1973 in OUIBRAHIM, 2015)

2.2. Description botanique

Le romarin se présente sous forme d’arbuste, sous arbrisseau ou herbacé, mesurant
environ de 0.8 a 2m de hauteur. La tige est ligneuse et carrée. Les feuilles sessiles et
opposées, sont persistantes et vivaces. Elles sont enroulées sur les bords, vertes a la face
supérieure, velues et blanchatres a la face inférieure dont elle est parcourue par une nervure
médiane (GARNIER et al, 1961 in OUIBRAHIM, 2015). Elles possédent des poils

sécréteurs qui lui conferent une odeur aromatique spécifique.

Le romarin est un ornement des collines, des coteaux et des basses montagnes, surtout
calcaires. Originaire des régions méditerranéennes, on le trouve dans tout le sol Algérien
(QUEZEL et SANTA, 1963 in BOUMAZA, 2011).

-



Figurel: Photo de Rosmarinus officinalis L. Djebel Antar, Béchar (MAKHLOUFI,
2009)

2.3. Classification
Regne : Plantae
Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement : Angiosperme
Classe : Dicotylédones
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Rosmarinus

Espece : Rosmarinus officinalis L. (QUEZEL et SANTA, 1963 in ATHAMENA, 2009).




2.4. Appellation
Nom arabe : lazir, klil, Hassalhan, Yazir.

Nom francais : Romarin, rose marine, encensier, romarin des troubadours,

herbes aux couronnes, etc.

Nom anglais : Common Rosemary (PERROT et PARIS, 1971 in BOUMAZA,
2011).

2.5. Distribution géographique

Le romarin se trouve dans toutes les contrées mondiales de [I’Europe, plus
particulierement sur le pourtour méditerranéen, de préférence dans les lieux secs et arides,

exposes au soleil, a I’état sauvage il se trouve sur des sols calcaires (MADJOUR, 2014).

Plante indigéne poussant spontanément dans toute I’Algérie (QUEZEL et SANTA, 1963 in
OUIBRAHIM, 2015), le Rosmarinus officinalis est originaire du bassin mediterranéen
(ISERIN et al., 2001in OUIBRAHIM,2015 ). dans des sols drainés, au soleil (BREMNESS,
in QUEZEL et MEDAIL, 1995)

2002). On le cultive du début du printemps, jusqu'a I’été (POLETTI, 1988 in QUEZEL et
MEDAIL, 1995)

2.6. Composition chimique du Rosmarinus officinalis L.

Les composeés rencontrés dans le Rosmarinus officinalis peuvent se classer comme suit :
Huile essentielle : 1,8-cinéole, camphre, a-pinene, autres monoterpenes (bornéol,
limonéne, camphene, a-terpinéol).

Diterpénes phénoliques tricycliques : acide carnosolique, carnosol, rosmanol,
épirosmanol, isorosmanol, rosmaridiphénol, rosmari-quinone, rosmadial...

Acides phénols : acides caféique, chlorogénique, rosmarinique

Flavones méthylées : genkwanine, lutéoline, diosmétine

Triterpenes et stéroides : acide oléanolique, dérivés d'acide ursolique, a- et p amyrines

Autres constituants : polysaccharides acides, traces de salicylates (TOUAFEK, 2010)




2.7. Utilisations de Rosmarinus Officinalis L.

Cette plante est utilisée en médicine en raison de ses différentes propriétés :
Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres
respiratoires (LEMONICA et al 1996 ; SOUZA et al 2008in ZEGHAD, 2009)
Antibactériennes, antimutagéniques, antioxydantes, chémopréventives (lbanez et al
,2000 in Madjour, 2014)
Anti-inflammatoires, antimétastasiqgues (CHEUNG et TAI, 2007 in ZEGHAD,
2009)
Inhibition de la genése des tumeurs mammaires (SINGLETARY et
NELSHOPPEN, 1991 in MADJOUR, 2014) et la prolifération des tumeurs cutanées
(HUANG et al ,1994 in MADJOUR, 2014)
D’autres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases
d'initiation et de promotion de cancérogénése (OFFORD et al, 1995 in ZEGHAD,
2009)
Carnosol du romarin possede une activité antivirale contre le virus du SIDA (HIV)
(Aruoma et al, 1996) alors que I’acide carnosique a un effet inhibiteur tres
puissantcontre la protéase de HIV-1 (PARIS et al, 1993 in MADJOUR, 2014)
Cuisine : Le romarin est un aromate apprécié, aux utilisations culinaires diverses. On
I’emploie dans les ragodts et les civets, les soupes, les marinades, sur les grillades sous
forme de feuilles séchées. On s’en sert aussi pour parfumer les flans et les confitures.
Mais, la creme de romarin reste de loin la forme la plus utilisée.
Phytothérapie : Le romarin est réputé pour activer et faciliter les fonctions digestives,
en particulier le travail de la vésicule biliaire (il est cholagogue, facilitant I’évacuation
de labile). Il est également antispasmodique, et son action stimulante sur le systeme
nerveux permet de le recommander pour traiter les divers cas d’asthénie. Ces
propriétés phytothérapeutiques sont contenues dans les feuilles et les extrémités
florales (AKROUM, 2006)
Parfumerie : I’utilisation du romarin en parfumerie est trés ancienne. L’essence est
obtenue par distillation des feuilles des sommités fleuries. Cette plante est surtout
utilisée dans la composition des parfums masculins. (WIKIPEDIA 2001,
RODZOKO 1999-2000 in AKROUM, 2006).




|_es flavonoides



1. Définition et genéralité

L’appellation « flavonoides » rassemble une trés large gamme de CcoOmMposés
polyphénoliques formés par un squelette de base a 15 atomes de carbones. Ces composés
représente le groupe de composés phénoliques le plus diversifié : plus de 4000 flavonoides
ont déja été identifiés (HARBORNE 1989, SARNI-MANCHADO et CHEYNIER 2006 in
AKROUM S, 2011)

Le terme « flavonoide » est d a leur couleur jaune (= flavus en latin) qu’ils engendrent.
D’ailleurs, leurs fonctions principales chez les végétaux semblent étre attribuées a leur
coloration ; au dela de Ila chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines
(WILSON, 1987inMELLOUK , 2013). Les flavonoides sont présents dans différentes
parties des végétaux supérieurs selon le type de I’espéce: racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen,
fruits, graines, bois...etc. Aussi, ils varient quantitativement et qualitativement selon le stade
de développement du végétal (FRITCH et GRIESBACH, 1975 in MELLOUK, 2013).

2. biosynthese des flavonoides

Les flavonoides sont synthétisés au niveau du chloroplaste et participent a la phase
lumineuse de la photosynthése comme transporteurs d’électrons. Certains quittent le
chloroplaste et s’accumulent dans les vacuoles (ELICOH-MIDDLETON, 2000in AFIF
CHAOUCHE.T ,2015).

La biosynthese des flavonoides se fait a partir d’un précurseur commun : la 4, 2,
4’, 6’-tétrahydroxychalcone (figure 2). La cyclisation de cette chalcone stéréospécifique par
la chalcone isomérase forme la (S)-4°, 5, 7-trihydroxyflavanone conduisant au squelette de
base des flavonoides (HADJ SALEM, 2009).
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Figure 2: Voie de biosynthese des flavonoides (REMESY, 1996inHADJ SALEM, 2009)




3. Structure des flavonoides

Ces molécules ont un poids moléculaire faible, se présentant en 15 atomes de carbones
arrangés comme suit : C6-C3-C6, elles sont composés de deux noyaux aromatiques A et B,
liés par un pont de 3 carbones souvent sous forme d'un hétérocycle. Les substitutions variées
au sein de la molécule donnent les différentes sous-classes des flavonoides : Les flavones, et
les flavonols sont les plus connus grace a leur pouvoir antioxydant éleve, et les plus divers sur
le plan structural. Les substitutions touchant les noyaux A ou B qui peuvent survenir dans
chaque classe des flavonoides sont : une oxydation, alkylation, glycosylation, acylation, et
sulfonation (MOUFFOK et MOHAMMEDI, 2011 in ZARROUR, 2012).

Figure3 : Structure de base des flavonoides
4. Classification des flavonoides

Selon la structure du cycle C, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de
molécules dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les
flavanols, les anthocyanidines et les isoflavones (MEDIE-SARIE et al, 2004 in TELIBI,
2013)




Tableau 1: Classes des flavonoides

Flavonaides
Classe Squelette Aglyveone Hétdrosides | Dérivis
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(BRUNETTON, 2009 in AFIF CHAOUCHE ,2015)




5. Distribution et localisation

Les flavonoides sont impliqués dans de nombreuses interactions des plantes avec les
conditions biotique et abiotique de leur environnement, ces substances sont accumulées dans
différentes parties cellulaires et tissulaires de la plante durant I’organogénése et sous
I’influence de plusieurs facteurs stimulants (HUTZLER etal., 1998 in TALBI, 2015)
flavonoides possedent une large répartition dans le monde végétal, ils sont distribués dans les
feuilles, les graines, I’écorce et les fleurs des plantes (MEDIC et al ., 2003 in
BOUDJOUREF,2011).

Les flavonoides sont largement distribués chez les bryophytes, les ptéridophytes, les
chlorophytes et les angiospermes (MARKHAM, 1982 in TIGRINE, 2014). Les formes
hétérosidiques des flavonoides hydrosolubles s’accumulent dans les vacuoles et, selon
I’espéce, se concentrent dans I’épiderme des feuilles ou se répartissent entre I’épiderme et le
mésophile. Dans le cas des fleurs, ils sont concentrés dans les cellules épidermiques
(BRUNETON, 2009 in TIGRINE, 2014)

6. Dosage de flavonoides

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 flavonoides (BRUNETON, 1999 in ATHAMENA, 2009).

7. Extraction et purification

L’extraction des flavonoides est basée sur leur solubilité dans I’eau et dans I’alcool a
chaud. On obtient parfois la cristallisation des hétérosides par simple refroidissement des
solutions extractives. Le plus souvent, I’extraction est effectuée par I’alcool, les solutions
alcooliques obtenues sont évaporées. Le résidu est repris par I’eau chaude et épuisé par
I’acétate d’éthyle puis le butanol. Si cela est nécessaire, on purifie par chromatographie sur
colonne. Les flavonoides isolés a I’état pur son souvent transformés en dérivés plus
hydrosolubles pour I’utilisation en thérapeutique (BRUNETON, 1999 in AISSAOUI et
MAAMRI, 2009)




8 .Roles des flavonoides au niveau de la plante

Les flavonoides sont responsables de donner la coloration aux végétaux. Cette derniere
attire et guide les insectes vers le nectar en assurant le transport du pollen (YOSHIKAWA et
al., 1994 in ADOUANE, 2016). Ainsi, les flavonoides repoussent certains insectes par leur
goQt désagréable, en jouant un rdle dans la protection des plantes. Certains d'entre eux jouent
également un réle pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des
bactéries (HRAZDINA et al., 1976). De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation,
morphogenése, détermination sexuelle, photosynthese et régulation des hormones de
croissance des plantes (MEDJROUBI et al., 2003 in ADOUANE, 2016)

Les flavonoides aglycones moins polaires comme les isoflavones, les flavonones et
les flavones hautement méthoxylés et les flavonols spnt plus solubles dans les
solvants tels que I’éther et le chloroforme (VISTAROPOULOU et VAJIAS, 1986 in
BELKHIRI, 2009).

protection des plantes contre les radiations UV

sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales

Agissent comme des pigments ou des co-pigments

Modulation de la distribution d’auxine

Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries
symbiotique et Iégumineuses afin de faciliter la fixation de I’azote moléculaire
Régulation de I’élongation des tiges

interviennent dans la maturité des fruits

Sont a l’origine des gouts amers et astringents afin de repousser les animaux
herbivores (YANG etal., 2008 in TALBI, 2015)

9. Les activités biologiques des flavonoides

A. Activité antimicrobienne
L utilisation des antibiotiques conduit dans la tres grande majorité des cas a la sélection
de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations

chromosomiques ou a I’acquisition de génes de résistance portés par des éléments génétiques

-



mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont conduits a chercher
de nouveau agents antimicrobiens possédant une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques d’une part et bien accepté par I’organisme d’autre part (sans exercer des effets
délétéres sue la santé humaine) (GARCIA-RUIZ et al., 2008 ; KEMPF et ZEITOUNI.,
2009 in BOUDJOUREF, 2011)
Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de
plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum wvulgare), peppermint (Mentha piperita),
thyme (Thymus wvulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries mai aussi contre les champignons, les levures et les virus (JURGEN et al ., 2009).
D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié les
métabolites responsables de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant I’industrie pharmaceutique, la
médecine alternative, et la thérapie naturelle (HUANG et al., 2008 in BOUDJOUREF,
2011). Les flavonoides possédent des propriétés antimicrobiennes (PETIT et al ., 2007 in
DJEMAI ZOUGHLACHE, 2009). Les flavonoides ont une activité antibactérienne tres
vaste et trés diversifiée. En effet, ils s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une
intensité différente selon le microorganisme et I’écosystéeme dans lequel il se trouve : les
flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de différents types de bactéries :
Staphylococcus aureus (BABAYI et al., 2004 in AKROUM,2011), Escherichia coli
(ULANOWSKA et al. 2006), Enterococcus feacalis, Enterobacter cloaceae, Heliotropium
sinuatum, Proteus mirabilis ... etc. (DIDRAK 1999, MODAK 2001, OKIGBO et al. 2005 in
AKROUM, 2011 et TELIBI, 2013).

B. Activité anti-oxydante des flavonoides

Les flavonoides peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du
stress oxydant (COTELLE, 2001, NIJVELDT, 2001, PETERSON et DWYER, 1998 in
HADJ SALEM, 2009) : par capture directe des radicaux, par chélation des métaux de
transition comme le fer (empéchant ainsi la réaction de Fenton) et par inhibition de I’activité
de certaines enzymes responsables de la production
des espéces réactives de I’oxygene (ERO). Notons que sous certaines conditions, les
flavonoides sont cependant susceptibles de se comporter comme des agents peroxydant et

d’engendrer une altération des protéines, de I’ADN ou encore des lipides membranaires et des




glucides (VAN DER WOUDE et al., 2005, OIKAWA et al., 2001, GALATI et al., 2001 in
HADJ SALEM,2009).

C. Activité antiviral

La stratégie de recherche d’un composé antiviral consiste a mesurer la réduction de
I’infection virale de cellules en culture. Une substance peut agir a différents niveaux du
cycle viral :

-au niveau de I’adsorption du virus sur la cellule héte,

-au niveau de la pénétration du virus dans la cellule héte,

-au niveau de la réplication du virus et la synthese des protéines virales,

-au niveau de I’assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule hote (DEGHDAK et
ZAITER, 2014).

Les flavonoides sont capables d’agir au niveau de la synthése des protéines virales. Ce
mécanisme semble étre impliqué dans la protection des souris vis-a-vis d’une infection virale
a la suite d’une administration journaliere de 3-0-méthylquercétine a raison de 20 mg/kg
pendant 9 jours (VRIJSEN, 1987 in MADJOUR, 2014).

Autre étude a montré que, les flavonoides pouvaient avoir une action plus sélective en
interagissant avec une glycoprotéine de surface du virus HIV, empéchant ainsi la liaison du
virus a la cellule héte .Enfin, les flavonoides seraient susceptibles d’inhiber I’intégrase
rétrovirale du virus HIV-1.Cette enzyme permet I’intégration du génome viral a celui de la
cellule héte (DJEMAI ZOUGHLACHE, 2009).

D. Activité antifongique des flavonoides

Aussi, comme la majorité des polyphénols, les flavonoides ont une activité antifongique
trés puissante. L’une des études les plus importantes sur cette activité était celle d’Ortuno et
ses collaborateurs, qui ont démontré I’activité des flavanones glycosides et des polyméthoxy
flavones extraites de Cirtus parasidi et de Cirtus sinensis sur Penicillium digitatum. En effet,
la naringinine, I’hespéridine, la nobilétine, la simensetine et la tangerétine extraites de ces
deux espéces de Cirtus servent a protéger ces dernieres contre les attaques de Penicillium
digitatum (ORTUNO etal ., 2006 in TELIBI, 2013)

.



E. Activité anti-inflammatoire

In vitro, plusieurs flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de I’acide
arachidonique plaquettaire. C’est ainsi que la myricétine et la quercétine bloguent I’action
des cyclo-oxygénase et lipoxygénase a des concentrations relativement élevées. A faibles
concentrations, c’est la lipoxygénase qui est inhibée préférentiellement (ALLAL et
CHADI, 2014).

F. Effet anticancéreux des flavonoides

Certains flavonoides possédent une activité antitumeurale et anticancérogenique
significative .Par blocage de la production de la tumeur de la peau, la quercétine peut étre

considérée effectif dans la prévention du cancer de la peau.

L’inhibition de la glyoxylase | par la quercétine peut étre expliquée son activité
anticancerogene, comme le systeme glyoxylase joue un réle dans la production de D lactate et
la régénération du glutathion, des facteurs importants dans I’induction du tumeur et la
croissance (FORMICA et REGELSON, 1995 in DJEMAI ZOUGHLACHE, 2009).
D’ailleurs, la quercétine inhibe la croissance cellulaire en empéchant certaines phases du
cycle cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des hormones (MARFAK, 2003 in
DJEMAI ZOUGHLACHE, 2009).

G. Activité anti-tumorale

La plupart des flavonoides sont in vitro, antimutagenes ; a contrario, quelques flavonols
sont sur les mémes modeéles mutagenes et un petit nombre d'entre eux sont anticancérogénes
et inhibiteurs de la croissance des cellules tumorales in vitro (BRUNETON, 1999 in
ATHAMENA, 2008)

H. Inhibition enzymatique

Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques, ils inhibent plusieurs enzymes
intervenant dans divers mécanismes biologiques. Ils inhibent I’histidine décarboxylase,
I’élastase, I’hyaluronidase, ce qui permettrait de conserver I’intégrité de la substance
fondamentale de la gaine vasculaire ; ils inhibent aussi d’une maniére non spécifique la
catéchol-O-méthyltransferase, ce qui augmenterait la quantité de la catécholamine

disponible et donc provoquerait une élévation de la résistance vasculaire.
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En plus, les flavonoides inhibent la phosphodiestérase de I’AMPC, ce qui pourrait
expliquer leur activité anti-agrégante plaquettaire ; aussi, ils inhibent I’aldose réductase qui
est impliquée dans la pathogénie de la cataracte (BRUNETON, 1999 in ABDESSEMED,
2010). Par ailleurs, les flavonoides peuvent inhiber la promotion de tumeur a travers un
effet inhibiteur sur la phosphoxylase C et la protéine kinase (FORMICA et REGELSON,
1995 ; KAO etal., 2007 in ABDESSEMED, 2010).

I. Autres activités des flavonoides

A cOté des activités citées précédemment, les flavonoides possédent d’autres activités :
Activité anti-allergique, antihépatotoxique, anti-ostéoporotique (IELPO et al ., 2000),
activité hypocholestérolémiante (FORMICA et REGELSON,1995), activité antidiabétique
(MARFAK,2003), activité antimitotique, antiprotozoaires et activité anxiolytique
(CABRERA et al.,2007in DJEMAI ZOUGHLACHE, 2009).







Matériel et méthodes



1. Présentation de la zone d’étude

Le choix de la région d'étude est basé essentiellement sur la richesse de cette région en
plantes médicinales et aromatiques.

La forét « Senalba Chergui » représente une petite partie de tout un ensemble forestier et
pastoral des Monts de Ouled Nail (Atlas saharien) ou elle occupe les collines montagneuses
sur une superficie de 19 000 hectares. Située au nord-ouest de la ville de Djelfa (figure 4,
Annexe), cette forét constitue le dernier rempart contre le désert. La végétation est dominée
par trois essences : le pin d’Alep, le chéne vert et le genévrier. Cependant, ce sont les
formations forestieres basses de type matorral qui occupent la moitié de la surface et
témoignent de la dégradation que connait cette région (BENCHERIF, 2010). Notre zone
d’étude appartient a I’étage bioclimatique semi-aride (GACEM et OUADAA, 2015) (figure
5, Annexe).

2. Matériel

2.1. Matériel vegétal
Le matériel végétal est constitué de feuilles séchées de romarin (Rosmarinus
officinalis L.), la récolte été effectuée de chaque saison dans la région de Sénalba a Djelfa
(tableau 3, Annexe). Les feuilles de romarin ont été récoltées aléatoirement. Le matériel
végeétal a été séchées dans un endroit ombragé, a I’abri de I’humidité et dans une température

ambiante. (figure 6) L’identification botanique de I’espéce a été réalisée au niveau de I’INRF.

Figure 6 : Photo des feuilles séchées et découpées de romarin




2.2Matériel microbiologique

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne de flavonoide du Rosmarinus officinalis L.,
trois souches bactériennes ont été testées (figure 7, Annexe), les souches testées sont
largement rencontrées dans diverses pathologies chez I’homme (tableau 4). Ces souches de
bactérie ont été fournies par le laboratoire de Microbiologie de I’institut Pasteur, Alger.

Tableau 3 : Généralités sur les souches bactériennes utilisées

Souches bactériennes caractéres habitas pouvoir patologéne
Testées bactériologiques

*les fosses nasales *infection hospitaliére.

*la gorge * responsable des abces, des plaies,
Staphylococcus aureus Gram + * le tube digestif des septicémies, de pneumonie et de
(ATCC) 27853 I’intoxication alimentaire.

*infection mortelles chez I’homme.

*|e tube digestif *septicémie méningite du nourrisson,
Echerichia coli (ATCC) 25922 Gram - de plaies opératoires et gastro-entérites.
*Douleurs abdominales et des diarrhées

Sanglantes.

*eau et sols humides *infections nosocomiales (personnes
Gram -  *Surface des végétaux fragilisées ou immunodéprimées)
Pseudomonas aeroginosa *infections urinaires, oculaires et
(ATCC) 25923 Pulmonaires.

(DELLARAS, 2007)

2.3. Extraits testés :

On s’est intéressé a I’activité antibactérienne des extraits de flavonoide obtenu a partir des

feuilles de romarin par fractionnement des extraits bruts par extraction Liquide-Liquide, cette

étape permet de séparer les flavonoides selon leur structure et leur degré de polymérisation en

les affrontant avec plusieurs solvants allant du moins polaire au plus polaire. On a testé :
I'extrait de chloroforme

I'extrait d'acétate d éthyle.

extrait de butanol




3. Méthodes

3.1. Extraction des flavonoides

L’extraction a été réalisée au niveau du laboratoire de la Faculté des Sciences de la Nature
et de la Vie de I’Université Ziane Achour a Djelfa

a. Macération

Le matériel végétal broyé (50g) est soumis a une extraction par macération dans le
mélange éthanol /I’eau distillée (7/3 : v/v). Cette macération se fait en trois temps, c’est -a-
dire pendant trois jours successifs, avec changement de solvant chaque 24 heures et agitation
de temps en temps, ceci pour permettre une meilleur extraction des composées
flavonoidiques. Le volume total des macérations hydroalcooliques obtenues sont réunies dans
un méme récipient pour subir une filtration afin d'obtenir une solution limpide (MARSTON
et SLACANIN, 1990 in TELIBI, 2013), le rapport matériel végétal/solvant était (1/10 g/ml).

b-Evaporation

Elle est réalisée a l'aide d'un évaporateur rotatif (Rotavapor BUCHI) a une température
comprise entre 35 a 45°C. L’extrait sec est repris dans 100 ml d’eau distillée bouillante qui
aide a la récupération des composés restés accolés a la paroi du ballon d’évaporation, il est
ensuite laissé pendant 24 heures afin de subir une décantation pour éliminer les boues, graisse
et résines risquant de géner la suite des opérations, et de récupérer la phase aqueuse limpide,
puis il est filtré sur papier filtre Wattman n°1.

c-Extraction par les solvants

La phase aqueuse est affrontée par des solvants de polarité croissante. Pour cela,
nous avons utilisé I’éther de pétrole, le chloroforme, l'acétate d’éthyle et le butanol.
@Affrontement par 100 ml éther de pétrole : cette étape a pour but d’éliminer la chlorophylle
et le produit lipidiques qui risquent de compliquer les épreuves chromatographiques.
@Affrontement par 100 ml le chloroforme et I’acétate d’éthyle: ces deux solvants sont utilisés
pour extraire les produits moyennement polaires.

@Affrontement par 100 ml le butanol : pour extraire les composés trés polaires.

.



Ces affrontements se font dans des ampoules a décanter, la phase aqueuse et le solvant
(V/IV) sont mélangés énergiquement en laissant s’échapper a chaque fois les gaz produits.
Aprés un repos allant jusqu'a quelques heures, on récupére séparément d’une part, la phase
aqueuse, et d’autre part, le solvant utilisé chargé de ses composes spécifiques. Pour chaque
solvant, on refait deux a trois fois I’opération pour un entrainement optimal des groupes poly
phénoliques séparés. Les phases éther de pétrole ne renfermant pas des composés phénoliques
sont rejetées, quant aux autres phases, elles sont évaporées a sec avec le Rotavapor, puis
pesées et reprise dans du méthanol (10 ml), les extraits obtenus sont ensuite stockés a une

température ambiante jusqu'a leur utilisation (Figure 8).




Matériel VVégétal broyeé (50g) Filtration par papier Evaporation a sec a I’aide

3 macérations successives filtre

Ether de pétrole @

Décantation
24h

d’un rotavapor

Chloroforme

<:| Phase limpide

Acétate d’éthyle

U

Repris dans I’eau Distillée
Butanol

bouillante 100 ml
Affrontement par solvants

Ampoule & décanter

Evaporation a sec a I’aide

repris dans méthanol
D’un rotavapor
Figure 8 : Protocol d’extraction de flavonoide de Rosmarinus officinalis L.
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3.2. Calcul du rendement

Le rendement est défini comme étant le rapport de la masse de chaque extrait et la masse
de la matiére végétale seche. Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la
formule suivante:
R (%) = (Me/ M mv) X 100
R = rendement en %.
Me = Masse de I’extrait en gramme.

M mv = Masse de la matiére végétale en gramme.

3.3. Etude de I’activité antibactérienne
Pour évaluer I’activité antimicrobienne de flavonoide de romarin de notre zone

d’étude, nous avons utilisé la méthode d’aromatogramme. La technique consiste a utiliser des
disques de papier imprégnés des différentes substance a tester, puis déposeés a la surface d’une
gélose uniformément ensemencée avec une suspension de la bactérie a étudier, apres
incubation, les colonies de se développent a la surface de la gélose laissant des zones vierges
autour des disques appelées zones d’inhibition (CONNER et BEUCHAT, 1948) (figure 9).

A. Repiquage des espéces bactériennes

A I’aide d’une pipette pasteur (aprés flambage) on préleve des colonies de la bactérie qui
seront ensemencées sur une gélose nutritive préalablement préparée, aprés 24 h d’incubation a
37c¢° on obtient des bactéries jeunes pour la préparation des inocula.

B. Préparation de I’inoculum

A partir des boites contenant les germes pathogénes (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa) on a préparé des suspensions microbiennes pour chaque
espéce. A I’aide d’une pipette pasteur on préléve 3 ou 5 pures et bien isolées qu’on décharge
dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérilisée.

C. Preéparation des disques

Des disques de papier wattman n°1de 6 mm de diamétre, stériles (stérilisation a 120°C
pendant 15 min par autoclave), puis stockés a une température ambiante (le tube a essai est

hermétiquement fermé).

-



A. Préparation du milieu de culture
La gélose la plus utilisée pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens est
Muller-Hinton, a I’aide d’un chauffe- ballon, elle est coulée dans des boites de pétri puis
laissée refroidie jusqu’ a solidification.

B. Préparation des suspensions bactériennes

A partir des cultures jeunes sur Mueller Hinton (MH). On préleve 3 a 5 colonies bien
isolées et identique dans 5 ml d’eau physiologique stérile, on agite au vortex pendant quelque
secondes pour la suspension bactérienne est bien homogénéisée, et la densité optique lue a
625 nm et justifiée a 0.08 a 0.10 nm. L’inoculum est ajusté soit en ajoutant de la culture s’il

est trop faible ou de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort.
C. Ensemencement

La gélose solidifie est ensemencée a l'aide d'un écouvillon, en stries serrés en passant
par toute la surface de la boite pour assurer une distribution homogene des bactéries, a la fin
ce dernier passe par le coteur de la boite

G. Application des disques

A I’aide d’une pince stérile, les disques imprégnés d’une quantité de flavonoide

(brute), ont été déposés a la surface des boites de pétri ensemencées par les souches a tester.
H .Incubation

Les boites sont ensuite fermées et laissees diffuser a la température ambiante pendant
30 mn et mis a I’étuve a une température de 37°C pendant 24 heures. Les tests ont été répétés
trois fois, des disques imprégnés dans le DMSO sont aussi utilisés comme témoins négatifs.

I. Expression des résultats

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque, en mm. Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et peuvent
étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis de I’extrait (tableau
5).

.



Tableau 4 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction le diamétre de zone

d’inhibition

Sensibilité

Zone d’inhibition

Non sensible ou résistante (-)
Sensible (+)

Tres sensible (++)
Extrémement sensible (+++)

Diameétre < 8 mm
Diametre compris entre 9 a 14 mm
Diametre compris entre 15 a 19 mm

Diamétre > 20 mm

(PONCE etal., 2003)

=




1-Préparation de la suspension

bactérienne

3-Refroidir et solidifier le
milieu de culture

2-Agitation au vortex

4- Ensemencement des boites
par I’inoculum

5- Application des disque sur les boite de Pétri 6- Incubation des boites de Pétri

7- Mesure le diameétre de la zone d’inhibition

Figure 9 : Test antibactérien des extraits de flavonoide de Rosmarinus officinalis L.
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Résultats et discussion



1. Résultats de rendements des extraits de flavonoide

L’examen de cette figure permet de constate que le rendement bien que différents entre
les extraits de flavonoide de deux saisons, le rendement le plus élevé est 30% obtenu dans
I'extrait de chloroforme de la deuxieme saison S2, le rendement le plus faible est 2.76%
enregistré dans I'extrait de butanol dans la saison 1, a travers notre résultats (tableau 6,
Annexe), on remarque que les meilleurs rendement des extraits flavonoidiques (Ether de
pétrole, Chloroforme, Acétate d'éthyle et Butanol) enregistrés toujours dans la deuxiéme
saison (S2).

35 - Bendement®q
30 -
25 -
20 -
15 - m Saisonl
m Saison2
10 -
5 4
0 - ] Les extraits
Ether de pétrol Choloroforme Acétate Butanol de flavonoide
d'éthyle

FigurelO : Le rendement des extraits de flavonoides de romarin en fonction de temps de

préléevement (saison)

Ces différences sont dues a plusieurs facteurs : les facteurs écologiques notamment
climatiques (la température et I’humidité), I’espéce végétale elle -méme, I’organe végétal, le
stade de la croissance, la période de cueillette, la conservation du matériel végétal et la
méthode d’extraction (GRANGER M.M.R et al., 1973 in GACEM et OUADAA, 2015).

Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par les conditions environnementales,
climatiques et période de collecte ainsi que par les facteurs génétiques et les conditions
expérimentales (BOUDJOUREF, 2011).




2. Résultat de I’activité antibactérienne

La méthode de disque a permis de déterminer I’action des extraits de la plante sur les
différentes souches, celle-ci bactérie & une autre et d’un extrait & un autre. La variation de
I’activité antimicrobienne des extraits explique les variations de leurs compositions
chimiques, tous les extraits ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes
testées (tableau 7, Annexe), ce qui confirme que la plante de Rsmoarinus officinalis est douée
de propriétés antimicrobiennes. Pour mieux élucider le pouvoir antibactérien des différentes
fractions de nos extraits, les diameétres de la zone d’inhibition sont représentés graphiguement
sur des histogrammes
2.1. Evaluation de Pactivité antibactérienne des extraits de flavonoides de romarin vis-a-
vis Escherichia coli en fonction de saison

Les résultats de figure 11, indiquent que les extraits (Acétate d’éthyle et butanol) de notre
espéce de saisonl présentent une activité antibactérienne contre Escherichia coli avec une
moyenne d'inhibition de 10.08 mm et 8.03 mm respectivement. la méme souche de bactérie
testée présente une résistante contre tous les extraits de saison 2 et I’extrait de chloroforme de

saison 1 avec un diamétre inférieur a 8 mm.

12 - Zone d'nhibition (mm)
E. coli
10 -
8 4
6 - .
m Saisonl
4 - H Saison2
2 .
Les extraits
0 - . . de favonoide
E.Choloroforme  E. Acétate E. Butanol
d'éthyle

Figure 11: Pouvoir antibactérien des extraits de romarin de deux saisons vis-a-vis

Escherichia coli
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2.2. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits de flavonoide de romarin vis-a-

vis Pseudomonas aeroginosa en fonction de saison

D’apres Les résultats aucune zone d’inhibition autour des disques n’a été observée
concernant Pseudomonas aeroginosa, et ce pour les extraits de romarin des deux saisons
(figurel2). Il faut noter que nos extraits de flavonoide n'ont inhibé pas la croissance

bactérienne de Pseudomonas aeroginosa,

8 - Zone d'nhibition (mm)
Pseudomonas aeroginosa

7 -
6 n
5 i
4 .

m Saisonl
3 1 m Saison2
2 i
1 4

Les extraits
0 - T 1 de flavonoi

E. Choloroforme  E. Acétate E. Butanol
d'éthyle

Figure 12: Pouvoir antibactérien des extraits de romarin de deux saisons vis-a-vis

Pseudomonas aeroginosa

2.3. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits de romarin vis-a-vis

Staphylococcus aureus en fonction de saison

L'extrait de Butanol de saison 1 a un pouvoir antibactérien important vis-a-vis
Staphylococcus aureus avec de diamétre de 16.61 mm, Staphylococcus aureus a montré une
sensibilité envers I’extrait d’Acétate d’éthyle de saison 1 avec zone d’inhibition de 11.45 mm
(figurel13).

28



18 Zone d'inhibition (mm)
Staphylococcus aureus

16 -

m Saisonl

m Saison2

Les
extraits de
flavonoi

E. E. Acétate E. Butanol
Choloroforme d'éthyle

Figure 13: Pouvoir antibactérien des extraits de romarin de deux saisons vis-a-vis

Staphylococcus aureus

Les résultats indiquent que les extraits (Butanol et Acétate d'éthylet) de Rosmarinus
officinalis de deux saisons Hiver et printemps possédent une activité antibactérienne vis —a-
vis Escherichia coli et Staphylococcus aureus, par contre Pseudomona aeroginosa a montré

une résistance envers les extraits des deux saisons.

A partir de ces comparaisons on peut dire que les extraits de flavonoide de Rosmarinus
officinalis de saison 1 (hiver) présent une activité antimicrobienne plus élevé que celle de
saison 2 (Printemps). Ainsi, on peut constater que I’activité antimicrobienne varie d'une

saison a une autre d'une part, et selon la souche bactérienne elle-méme d'autre part.

Cette divergence des résultats peut étre attribuée aux constituants de la plante prenant en
considération le lieu et la période de récolte (MAKHLOUFI, 2009)

Les composés phénoliques sont reconnus toxiques et auraient pour cible les enveloppes
des micro-organismes telles que la membrane cytoplasmique et la paroi. Cet effet est lié a leur
groupement hydroxyle libre qui permet une bonne solubilisation dans le milieu (OUSSOU et
al., 2010 in MAKHLOUFI, 2009)

L'activité antibactérienne des flavonoides peut étre expliquée par le mécanisme de toxicité
vis-a-vis des microorganismes qui se fait soit par des interactions non spécifiques telles que
I'établissement des ponts hydrogenes avec les protéines des parois cellulaires ou les enzymes,

la chélation des ions métalliques, inhibition du métabolisme bactérien, la séquestration de




substances nécessaires a la croissance des bactéries (KAROU et al, 2005 in BELHI et
BOURAS, 2014)

Concernant le Pseudomona aeroginosa, cette bactérie est connue pour sa résistance a
n’import quel genre d’agents antimicrobiens. En réalité, ce comportement n’est pas étonnant
parce que le Pseudomona aeroginosa une capacité de former un biofilm (une organisation
complexe composée de différente strates dans lesquelles bactéries se retrouvent en condition
physiologique spécifique a leur situation) (ABI-AYAD et al.,, 2011 in GACEM et
OUADAA, 2015)

MATHLAUTHI, et ses collaborateurs (2009) ont évalué I’activité biologique du romarin
sur 13 souches bactériennes, les résultats présentent un effet antibactérien que sur les bactéries
gram négative (MAKHLOUFI, 2009).-

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram (+) par
rapport aux Gram (-) (BILLERBECK et al.,, 2002 ; BOUZOUTA et al.,, 2008 in
MAKHLOUFI, 2009). Néanmoins, Certaines études révélent aucune activité
antimicrobienne sélective vis-a-vis les bactéries Gram (+) ou Gram (-) (GUESMI &
BOUDABOUS, 2006 in MAKHLOUFI, 2009)

Selon Zeghad (2008) in (BELHI et BOURAS, 2014), la sensibilité d’Escherichia coli et de
Staphylococcus traduit I’action antibactérienne des flavonoides. En fait, cette sensibilité est en
relation avec le nombre des hydroxyles libres dont on constate que les flavonoides les moins
hydroxylés sont les plus actifs, a titre d'exemple le flavonoide de Rosmarinus officinalis
développe des zones d'inhibition équivalentes a 19mm pour Staphylococcus dans la phase
Butanol et 22 mm pour Escherichia coli dans la phase chloroforme.

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition révelent qu’Escherichia coli apparait
sensible vis-a-vis des flavonoides testés, ces mémes flavonoides développent des zones
d’inhibition moyennement importantes vis-a-vis de Staphylococcus dont les diamétres des
zones d’inhibition varient entre (11-19) mm pour Escherichia coli, et de (1-22) mm pour
Bacillus sp. (BELHI et BOURAS, 2014),

Les résultats ont montré que les souches bactériennes testées sont plus ou moins sensible
vis-a-vis les extraits de flavonoide de romarin. Donc, on peut déduire que nos extraits sont
actifs sur les souches bactériennes testées, sauf Pseudomona aeroginosa qui est une bactérie
résistante. Donc Rosmarinus officinalis a des propriétés antimicrobiennes trés apprécies et

cela justifie son utilisation dans les traitements traditionnels comme un reméde antimicrobien.
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Conclusion

Un grand nombre de plantes médicinales et aromatiques contiennent des composés
chimiques ayant des propriétés antioxydant et antimicrobienne, dans ce contexte, nous avons
essayé de I’étude de la variation saisonniére d’activité antibactérienne du flavonoide de

Rosmarinus officinalis L. dans la zone semi-aride de Senalba (Djelfa).

Le rendement le plus élevé a été enregistré dans I'extrait de chloroforme de saison2
avec pourcentage de 30%, suivi de I'extrait d’acétate d’éthyle de saison 2 (21.76%) ,
I'extrait de chloroforme de saisonl classée la troisieme avec un rendement de
19.22% , l'extrait de Butanol a donnée le plus faible rendement avec 5.4% et 2.76%

respectivement le saison2 et saison 1

Pour I’activité antibactérienne, la méthode de I’aromatogramme nous a permis de mettre
en évidence le pouvoir antibactérien du flavonoide de Rosmarinus officinalis L. vis-a-vis les
trois bactérienne testées, les extraits de flavonoide de saison 1 ont montré une activité

antibactérienne plus ou moins importante que les extraits de saison2.

les extraits de I’acétate d’éthyle et de Butanol de saison 1 ont une pouvoir
antibactérien vis-a- vis Escherichia coli avec une moyenne d'inhibition de 10.08 mm
et 8.03 mm respectivement, Escherichia coli est résistante envers les extraits de
flavonoide de saison 2, et les extraits de chloroforme et d'éther de pétrole de saisonl.
La souche staphylococcus aureus Gram+ est sensible contre I’extrait d’acétate d’éthyle
(11.45 mm), et tres sensible contre I’extrait de butanol (16.61 mm) de saisonl, et elle
est résistante envers les extraits de chloroforme et éther de pétrole de saisonl et tous
les extraits de saison 2.

Nos extraits de flavonoide de notre espéce ont montré des moyennes d'inhibition
inferieur a 8 mm, donc la souche bactérienne Pseudomonas aeroginosa résistante vis-

a-Vvis ces extraits.

A la suite de ces résultats, il serait intéressant d'étendre I'éventail des tests antimicrobiens
sur d’autres agents microbiens afin de confirmer leur efficacite. Comme il est
indispensable de chercher de nouvelles substances antibactériennes efficaces et a large
spectre d'action. L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une premiere étape
dans la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active. Une analyse

chimique est souhaitable pour obtenir une vue plus approfondie sur la composition

-



qualitative et quantitative de ces extraits étudiés afin de mettre en lumiére I’effet
thérapeutique de cette plante médicinale Rosmarinus officinalis L.

On peut conclure que la flore algérienne peut constituer une réserve importante
d’especes végétales intéressantes, dont les principes actifs peuvent étre employés dans

plusieurs domaines tels que les industries agroalimentaire et pharmaceutique.

-
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Appareillage et réactifs

Verrerie
-Ballon de 1000 ml & fond rond
-Ballon de 500ml & fond rond
-Ampoule a décanter
-Pipette pasteur
-Micropipette
-Tube a vice
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Figure 7 : Photo des souches testées (a)Escherichia coli, (b) Staphylococcus aureus, (c)

Pseudomonas aeroginosa (Wikipidia, 2017).

Tableau 2: Date de prélevement

Saison Saison 1 Saison 2
Date Décembre 2016 Mars 2017
Tableau 5 : Résultats de rendements des extraits de flavonoide

Ether de pétrole Choloroforme Acétate d'éthyle Butanol
Saisonl 6,75 19,22 14,64 2,76
Saison2 15,8 30 21,76 54

M



Tableau 6 : Résultats de I'activité antibactérienne des extraits de flavonoide de
Rosmarinus officinalis L. vis-a-vis trois souches de bactérie testées

Les souches

Les extraits

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeroginosa

Saison (S) S1 S2 S1 S2 S1 S2
Acétate d’éthyle 10.08 <8 11.45 <8 <8 <8
Butanol 8.03 <8 16.61 <8 <8 <8
Chloroforme <3 <8 <8 <8 <8 <8




Figurel4: La lecture de test antibactérien des extraits de flavonoide de romarin vis-a-vis
trois souches de bactérie.




Résumé

La flore algérienne peut constituer une réserve importante d’espéce végétales intéressantes,
peuvent étre employés dons la domaine thérapeutique. Afin de remplacer les produits synthétiques par
I’utilisation des plantes comme sources des molécules bioactives d’intérét médical et
pharmacologique, objectif de notre étude consiste a évaluer les rendements et I’activité antibactérienne
des extraits de flavonoide des feuilles de Rsmarinus officinalis L. spontané (région semi-aride, Djelfa),
vis-a-vis  trois souches de bactérie( Staphylococcus aureus, Escherichia Coli et Pseudomonas
aeruginosa) en fonction de saison. Les extraits organiques ont été obtenus par macération en utilisant
quatre solvants: Ether de pétrole, Chloroforme, Acétate d'éthyle et Butanol, les rendements les plus
élevés ont été observée dans les extraits de deuxieme saison (Printemps) avec 15.8%, 30% , 21.76% et
15.4% respectivement. La méthode de diffusion en milieu gélosé a été utilisé pour évaluer l'activité
antibactérienne de nos extraits, les extraits de Butanol et de Acétate d'éthyle de saisonl (hiver ) ont un
pouvoir antibactérien important vis-a-vis staphylococcus aureus et Escherichia coli avec 16.61
mm,11.45mm, 10.08mm et 8.03mm respectivement, par contre Pseudomonas aeroginosa a résisté nos
extraits de deux saison ol les diamétre des zones d'inhibition toujours inferieur 2 8 mm.

Mots clés: Rosmarunis officinalis L., Extraits de flavonoide, Activité antibactérienne, Sem -aride
Sammary

Algerian flora can constitute an important reserve of plant species which can be used in the
therapeutic field in order to replace synthetic products by using plants as a source of bioactive
molluscs of medical and pharmaceutical interest. The objective of this study is to evaluate the yield
and antibacterial activity of spontaneous rosmarinus officinalis (semi-arid region, Djelfa) floronade
extracts. ( staphylococcus aureus, escherichia coli and pseudomonas aeruginosa) as a function of
season. The organic extracts were obtained by maceration using four solvents: petrol ether,
chloroform, ethyl acetate and butanol. Highest yields were observed in the extracts of the second
season (spring) with 15.8%, 30%, 21.76% and 15.4% respectively. The diffusion method in agar
medium was used to evaluate the antibacterial activity of our extracts.

The extracts of butanol and ethyl acetate of seasonl (winter) have an important antibacterial capacity
with respect to staphylococcus aureus and eschericia coli with 16.61mm, 11.45mm, 10.08mm and
8.03mm respectively, against pseudomonas aeroinosa has resisted our extracts of the two season
where the diameter of the zones of inhibition is always less than 8mm.

Key words : Rosmarunis officinalis L., Extracts flavonoids, antibacterial activity, Semi-arid
uila
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