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Résumé

Le Rosmarinus officinalis L est une plante aromatique utilisée depuis I’antiquité en médecine
traditionnelle, elle posséde divers effets thérapeutiques et une variété d’activité biologique, sur cette

base nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de son potentiel antioxydant.

Le rendement de I’extrait brut obtenu par macération de la partie aérienne (feuilles) de Rosmarinus

dans le méthanol a été de 35,5%, c’est une valeur considérable.

L’analyse quantitative révéle que 1’extrait est riche en polyphénols totaux et flavonoides.

La teneur en polyphénols a été déterminée par la méthode de Folin-ciocalteu et a indiqué une valeur
de 1095,1 + 15,85 mg EAG/g d’extrait.

Les flavonoides ont été évalués par méthode de chlorure de I’aluminium AICI3, la teneur est

estimée a 98 + 4,5 mg EQ/g d’extrait.

Le résultat obtenu pour I’activité antioxydant révéle que I’extrait posséde un grand pouvoir
de piégeage de radical libre DPPH avec IC50 de I’ordre de : 0,6 mg/ml mais relativement faible a

celui de la vitamine C.

Le Rosmarinus officinalis L est une plante riche en composes phénoliques notamment les

flavonoides, et présente une bonne activité antioxydante.

Mots clés : Rosmarinus officinalis L activité antioxydante, polyphénols, flavonoides.
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Abstract

Rosmarinus officinalis L is an aromatic plant used since antiquity in traditional medicine, it
has various therapeutic effects and a variety of biological activity, on this basis we are interested in

the evaluation of their antioxidant activity.

The yield of the crude extract obtained by maceration of the aerial part (leaves) of Rosmarinus

in methanol was 35.5%, which is a considerable value.

The quantitative analysis obtained reveals that the extract is rich in flavonoids than total
polyphenols.
The polyphenol content was determined by the Folin-ciocalteu method, and reveal a content of
1095.1 + 15.85 mg EAG/g extract.
The flavonoids were evaluated by the aluminum chloride method AICI3, the content is estimated at
98 + 4.5 mg QE/g of extract.

The result obtained for the antioxidant activity reveals that the extract has a great power of
scavenging DPPH free radicals with IC 50 of 0.6 mg/ml but relatively weak compared to that of
vitamin C.

Rosmarinus officinalis L is a plant rich in phenolic compounds, especially flavonoids, and has

good antioxidant activity.

Keyword : Rosmarinus officinalis L, antioxidant activity, polyphenol, flavonoids.
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Introduction

Le monde des vegétaux est plein de ressources et de vertus d’ou I’homme puise non
seulement sa nourriture mais aussi des substances actives qui procurent un bienfait a son
organisme, parfois affecté de troubles insidieux (Aissa-Baba, 2000).

En fait, les propriétés thérapeutiques des plantes sont dues a la présence de centaines,
voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés : les métabolites secondaires
(Boudjouref, 2011), et presque 170.000 molécules bioactives ont eté identifiées a partir de
plantes (Chaabi, 2008). Malgré les remarquables progres en chimie organique de synthése du
vingtieme siécle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays industrialisés tirent
directement ou indirectement leurs origines des plantes (Laraba et al., 2016). Ils jouent un
role tres important, principalement dans la lutte contre les cancers, les maladies
cardiovasculaires et la peroxydation lipidique, expliquant ainsi leur grande utilisation dans la
fabrication des médicaments (Bruneton, 2009).

Dans le cadre de la valorisation de la médecine traditionnelle, il y a eu un intérét
croissant ces derniéres décennies dans I'étude des plantes médicinales et leurs utilisations dans
différentes régions du monde. Aujourd'hui, selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS,
2002), prés de 80% de la population mondiale dans les pays en développement dépendent des
plantes médicinales traditionnelles pour leurs soins de santé primaire.

Des avantages économiques considérables dans le développement de la médecine
traditionnelle et dans I'utilisation des plantes médicinales pour le traitement des diverses

maladies ont été constatés (Muthu et al., 2006).

L'Algérie par sa position biogéographique offre une trés grande diversité écologique et

floristique, estimé a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques, dont
15% endémiques reste tres peu exploré sur le plan phytochimique comme sur le plan
pharmacologique (Hanifi, 1991)
A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, nous nous sommes
intéressées a une plante médicinale nommé Rosmarinus Officinalis L, qui a fait 1’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, antioxydantes, antimicrobiennes, antispasmodiques, emménagogues et anti-
tumorales, largement utilisée dans les produits pharmaceutiques et en médicine traditionnelle
(Atik bekkara et al., 2007).



Introduction

L’objectif de cette étude est 1’estimation de la teneur en composés actifs essentiels : les
polyphénols et les flavonoides de I’extrait brut obtenu par maceration de la partie aérienne du

romarin, ainsi que I’évaluation de son activité antioxydante.
Notre étude est développée en trois chapitres :

Le premier chapitre : est consacré a une étude bibliographique qui regroupe quatre parties :
- La premiere partie représente une généralité sur la phytothérapie.
- Ladeuxieme partie expose les composés phénoligues.
- Latroisieme partie représente le stress oxydant.
- La quatrieme partie est basée principalement sur une étude botanique sur le

Rosmarinus officinalis L.

Le deuxieme chapitre : est une étude expérimentale présentée sur deux volets :
- Le premier comporte une description de la méthode d’extraction de 1’extrait brut.
- Le deuxiéme comporte les tests suivants : le dosage des polyphénols, dosage des

flavonoides et I’évaluation de 1’activité antioxydant par le radical DPPH.

Le troisieme chapitre : englobe les résultats obtenus: le rendement de [I’extrait
méthanolique, les teneurs des composés phénoliques et 1’étude de I’activité antioxydante,

ainsi que leurs discussions.

Et nous finirons par une conclusion.



Chapitre |

Partie bibliographique
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I. La Phytothérapie

I.1. Historique :

La premiére médecine, par les plantes, est gravée sur des tablettes d'argile de I'époque
sumérienne, qui décrivaient une pharmacopée riche en plantes, tel le myrte, le thym, le saule,
le chanvre. Le Papyrus Ebert, est I’un des plus anciens traités médicaux, qui nous soit
parvenu. Il représente le premier recueil, connu, consacré aux plantes médicinales. Rédigé au
XVle siécle av. J.-C., il est I’un des plus longs documents écrits retrouvé, de I'Egypte antique.
Il contient 877 paragraphes, qui décrivent de nombreuses maladies, dans plusieurs branches
de la médecine (gastro-entérologie, gynécologie, ophtalmologie...) et il fait référence a de plus
anciens documents, citant des dizaines de plantes, accompagnés d’un mode d’utilisation
(Mohammedi , 2013).

Puis les Grecs avec Hippocrate, Aristote, Théophraste, Galien, Dioscoride et les
Romains ont enseigné ’art de traiter par les plantes en colligeant les connaissances avec plus
de 500 plantes médicinales répertoriées.

En 529, le pape Grégoire le Grand interdit I’enseignement en France de la médecine par
les plantes et ce n’est qu’aux alentours du début du IXe siécle que le Moyen-Orient, I’ Afrique
du nord et I’Espagne avec ['universit¢ de Cordoue ont repris l’enseignement de ces
connaissances, puis Avicenne (980-1037) distilla les premieres huiles essentielles.

Au début du XIXe siecle, on isolait la morphine de 1’opium, la strychnine de la noix
vomique, la quinine de I’écorce de quinquina.

Actuellement, certaines civilisations (chinoise, ayurvédique, arabe, tibétaine,
indienne...) sont encore fondées sur ces systemes thérapeutiques ancestraux, moins onéreux

(Létard et al., 2015).

C’est donc depuis longtemps que les remedes naturels et surtout les plantes médicinales
furent le principal recours de la médecine et malgré I’important développement de 1’industrie
pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de maladies
souvent mortelles, environ 80% de la population mondiale profite des apports de la médecine
traditionnelle a base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos ancétres
(EL Rhaffari et Zaid, 2004).
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1.2. Définition :

Le mot « phytothérapie » se compose étymologiquement de deux racines grecques « photon »

et « thérapie » qui signifie respectivement « plante » et « traitement » (Mansour, 2015).

La phytothérapie est le traitement par les plantes (Bruneton, 1999), c’est une discipline
allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états
pathologiques au moyen de végétaux, de parties de végétaux ou de préparations a base de

végétaux, qu’elles soient consommeées ou utilisées en voie externe (Wichtl et Anton, 2003).
On distingue deux types de phytothérapies :
e La phytothérapie traditionnelle

C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptomes d’une affection. Ses
origines peuvent parfois étre tres anciennes et elle se base sur l'utilisation de plantes selon les
vertus découvertes empiriquement. Elles concernent notamment les pathologies saisonnieres
depuis les troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptomes hépatobiliaires, en passant
par les atteintes digestives ou dermatologiques (Prescrire, 2007).
e La phytothérapie clinique

C'est une approche globale du patient et de son environnement est nécessaire pour déterminer
le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet. Son mode d’action est basé¢ sur un
traitement a long terme agissant sur le systéme neuro-végétatif. Dans ce type les indications
sont liées a une thérapeutique de complémentarité. Elles viennent compléter ou renforcer

I’efficacité d’un traitement allopathique classique pour certaines pathologies (Moreau, 2003).
1.3. Les principes actifs des plantes médicinales :

Les principes actifs d’une plante médicinale sont les composants biochimiques naturellement
présents dans une plante, ils lui conférent son activité thérapeutique. En effet, parmi les
originalités majeures des végétaux leurs capacités a reproduire des substances naturelles tres
diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques, glucides, protides, lipides,
ils accumulent fréeguemment des métabolites secondaires. Ces derniers, représentent une
source importante de molécules utilisables par 1’homme dans des domaines aussi différents

que la pharmacologie ou I’agroalimentaire (Macheix et al., 2005).
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1.3.1.Les métabolites primaires :
Ce sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les cellules de 1’organisme
d’une plante pour y assurer son développement et sa croissance. Ces métabolites

comprennent, entre autres, les glucides, les lipides et les acides aminés (Epifano et al., 2007).

1.3.2. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes (Lutge et al., 2002). Elles sont caractérisées
généralement par de faibles concentrations dans les tissus végétaux (généralement quelques
pourcents du carbone total, si on exclue la lignine de cette catégorie) (Newman et Cragg,
2012). Ces molécules jouent un rdle dans 1’adaptation des plantes a leur environnement et
représentent également une source importante de produits pharmaceutiques (Bourgaud et al.,
2001). lls appartiennent a des groupes chimiques variés : alcaloides, terpénes et composés

phénoliques (Macheix et al., 2005).
1.4. Mode de préparation et d’utilisation des plantes médicinales :

1.4.1. L’infusion :

Une infusion se fait généralement avec les fleurs et les feuilles des plantes. Le principe
est simple verser de 1’cau bouillante sur la plante (il faut compter une cuillerée a café de
plante par tasse), et laisser infuser entre dix et vingt minutes. Une infusion peut se conserver
au refrigérateur pendant 48 heures maximum. En principe, il est préférable de ne pas sucrer
les tisanes. (Nogaret-Ehrhart, 2003).

1.4.2. La décoction

Cette méthode s’applique essentiellement aux parties souterraines de la plante, comme
les racines, et aux écorces, qui libérent difficilement leurs principes actifs lors d’une infusion.
Cette méthode consiste a extraire les propriétés des plantes en les laissant « infuser » dans de
I’eau portée ensuite a ébullition. Comptez une cuillerée a soupe de plantes par tasse. Il faut
déposer les plantes dans une casserole, porter ensuite a ébullition, et laisser le tout mijoter sur
le feu pendant une vingtaine de minutes jusqu’a ce que le liquide ait réduit d’un tiers. Retirer
du feu, puis laisser infuser (et refroidir) pendant une heure, avant de filtrer. On peut conserver

une décoction pendant trois jours au réfrigerateur. (Nogaret-Ehrhart, 2003).
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I.5. Les avantages et les inconvenients :

1.5.1. Les avantages:

La phytothérapie couvre un trés large champ de maladies et ’industrie pharmaceutique
utilise de nombreux principes actifs végétaux pour traiter toutes sortes de maladies ;

Les médicaments chimiques provoquent souvent des effets secondaires néfastes
(responsables de 10 a 20% des hospitalisations), contrairement aux phyto médicaments
qui ne présentent quasi pas d’effets secondaires si utilisé avec précaution ;

La phytothérapie est accessible pour tout le monde et ne nécessite pas d’ordonnance ;

Les plantes médicinales sont beaucoup moins chéres que les medicaments de synthése

La phytothérapie peut étre utilisée comme un moyen de prévention ;

La production des plantes est trées peu polluante contrairement aux médicaments
chimiques. (Oullai et chamek, 2018)

L’obésité est la cause de nombreux problemes de santé. La phytothérapie peut aider a

réduire I’excés de poids et a réguler 1’appétit. (Ben Moussa, 2007)

1.5.2. Les inconvénients :

Il'y a beaucoup d'herbes qui ne sont pas recommandés pour les enfants et sont
dangereuses pour eux, ainsi que pour les femmes enceintes ;

Certaines plantes renferment des toxines si puissantes que 1’ingestion d’une quantité
infime risque de se révéler mortelle ;

La toxicité peut étre aussi due a I’utilisation d’une dose excessive ou une erreur
d’identification de la plante, vu que pour deux plantes qui se ressemblent sur le plan
botanique I’une peut étre toxique ;

Une mal-interprétation des symptomes peut étre trés dangereuse du fait que la
phytothérapie repose le plus souvent sur I’automédication ;

Les préparations domestiques ne peuvent pas étre conservées pour une longue durée donc
une préparation mal conservée peut donner des intoxications au lieu de nous guérir ;

Les plantes contiennent des fois des substances allergisantes. (Oullai et chamek, 2018)
L’usage de la phytothérapie est trés limité, elle est certes trés utile pour apaiser les
symptomes légers, mais pas les maladies, disant sérieuse comme le diabéte, cancer,
sida...etc. (Ben Moussa, 2007)
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Il. Les polyphénols :
11.1. Définition :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires vegétaux (Macheix et
al., 2005). lls sont présents dans toutes les plantes vasculaires (Lebham, 2005).
IIs sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance
cellulaire, la germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et Charpentier,
2006). Le terme phénol englobe approximativement 10.000 composés naturels identifiés
(hynes, 2001).
Les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides simples et proanthocyanidines)
forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des plantes (Beta et al.,
2005).

L’¢élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau phénolique a 6 carbones auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle

(OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Bruneton, 1999).

OH

Figure 01 : structure chimique du noyau phénol (Sarin-Manchado et Cheynier, 2006)

11.2. Localisation dans la plante :

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles
de tous les végétaux (Middleton et al., 2000), exemple du gingembre : le golt acre et
brilant provient des phénols, gingerol, shogaol et zingérone. Les fruits et les légumes

contribuent environ a la moitié de notre apport en polyphénols (Middleton et al., 2000).



Les polyphénols

11.3. La classification :
Les principales classes des composés phénoliques sont : Les acides phénoliques, les

stilbénes, les tanins, les coumarines, les flavonoides (King et young, 1999):

Tableau 01 : principales classes des composé phénolique (Rezaire, 2012)

Squelette carboné Classe Structures de base

ol
Co Phénols simples @f
COOH
Acides hydroxybenzoiques @/
Co-Cl1 i "

Acides hydroxycinnamigue B
: mGDDH
Co-C3 COoUmMAarines

0

C6-C4 Naphtoquinones g‘

]
C6-C2-C6 Stilbénes O W O
Co-CA-Ch Flavonoides g O G

(C6-C3)2 Lignanes
(C6-CXn Lignines
(C6-C3-Co)n Tanins condensés
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e Les acides phenoliques :

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés
phénoliques, ils sont universellement rencontrés chez les plantes (Brunéton, 1999). lls se
séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides hydroxybenzoiques et les acides
hydroxycinnamiques (Barboni, 2006). Les phénols possedent des activités anti-
inflammatoires, antiseptiques et analgésiques (Iserin et al., 2001).

e Lestanins:

Sont une famille complexe de principes actifs qu’on trouve dans 1’ensemble des végétaux,
et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles...). Ils ont la capacité de former des
complexes avec des macromolécules (les protéines) et des liaison entre les fibres de collagéne
d’ou leur viennent la plupart de leurs propriétés (Paolini et al., 2003 ).Les tanins donnent un
golt amer a 1’écorce et aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les
insectes ou le bétail (Iserin et al., 2001).

e Lescoumarines :

La cyclisation de la chaine latérale de I’acide hydroxycinnamique conduit a la formation
des coumarines (Gonzalez et estevez, 1997). Elles se trouvent dans toutes les parties de la
plante notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines (Deins et al., 2003 ;
Booth et al., 2004). Elles sont connues par leur activités antivirales, immunostimulantes,
tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes, hypotensives, elles sont également
bénéfique en cas d’affections cutanees (Gonzalez et estevez- Braun, 1997).

e Lesstilbénes:

Les membres de cette famille possedent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides, ce
sont des phytoalexine, composés produits par les plantes en réponse a ’attaque par les
microbes pathogénes fongiques, bactériens, et viraux. Les sources principales des stilbénes
sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006).

e Les flavonoides

Ce sont des meétabolites secondaires qui partagent tous la méme structure de base nommée
flavan (Heim et al., 2002), formée par de deux cycles aromatiques reliés par une chaine en
trois carbones : C6-C3-C6, souvent formée par un hétérocycle oxygené (Miliane, 2004).

Ces composes existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme liée a des oses et

autres substances, dite hétéroside (Heller et Forkmam, 1993).
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Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. lls constituent des pigments responsables
des colocations jaunes, orange, rouge de différents organes vegétaux (Ghedira, 2005) et
sont impliqués dans la croissance et la reproduction des plantes (Manach et al., 2004).
Certains flavonoides possédent des propriétés anti-inflammatoire et antivirales (Iserin et
al., 2001).

Figure 02 : squelette de base des flavonoides (Heim et al., 2002)

Tableau 02 : principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001 ; Erdam et al.,

Classe Structure chimigue R 3 R',., R s Exemple
g H OH H Apigénine
Ry
Flavones = R OH OH H Lutéoline
e
O COH | OCHa H Déosméetine
H OH H Kaempférol
.
Flavonols J[:JPJ-HI-L:FR#-
m‘l’lxﬁT'ﬂ'lf T OH| OH H Quercétine
T e
L B O

OH OH OH Myecétine

Flavanols OH OH H Catéchine
L . H OH H Maringénine
=-_:'-L" -
Flavanones '—"'—‘u.l.r-’-:.e .F-‘:*-J.F-F[:-*:f'”ll—“'ﬁ-;
-q.]:ﬂ'-l—u-.”a- OH OH H Eriodictyol
Lo o | L
= . H OH H Pelargonidine
Anthocyani- __f*l'“]:[" e 8
[ oo SRS, - e g _
dines I q__r:.;E_q___ﬂ: S OH OH H Cyanidine
A OH| ©OH | OH | Delphénidine
- fr\]EcijcH Rs Rz R
Isoflavones "“:];' w -\[L-_ﬂ._ OH OH OH Genisteine
= i o _ =

H O-Glu | OH Daandezine
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11.4. Méthode d’extraction des composés phénoliques :
Plusieurs techniques sont utilisees pour extraire les composés phénoliques. Ces
techniques peuvent étre conventionnelle telle que 1’extraction par macération, par soxhlet,

ou nouvelle comme 1’extraction assistée par micro-onde, par ultrason.

11.4.1. Méthodes conventionnelle :

e Macération :
C’est la méthode d’extraction la plus simple. Le matériel végétal doit étre versé dans
le liquide & température ambiante pendant quelques heures (10 -12 heures) (Pierre et lis,
2007). Elle concerne aussi les plantes dont les substances actives risquent de disparaitre ou

de se dégrader sous I’effet de la chaleur par ébullition (Baba-Aissa, 2000).

e Soxhlet: =
C’est une technique conventionnelle de récupération de / i N
caroténoides et des polyphénols (De Castro et Garcia-Ayuso, . ‘It':f.'mm
1998). C’est une méthode simple et convenable nous permettant de 1
répéter infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais cam [ S,
jusqu’a épuisement complet du soluté dans la matiére premieére, — T’m
d’ou vient son efficacité élevée (Penchev, 2010). 'L
[ I'K b
\ = )

Figure 03: extracteur soxlhet (Penchev, 2010)

11.4.2. Nouvelles méthodes :

e Extraction assistée par micro-onde (EAM):

Est une nouvelle technique d’extraction sont principe consiste

en la propagation des radiations électromagnétiques dans le matériau,
pour atteindre les molécules polaires présentes dans la matiere
d’extraction. Ces molécules générent de la chaleur qui chauffe le

matériau a ceeur. Les radiations se propagent sous forme de vagues

avec des fréquences allant de 0,3 a 300 GHz (Wang et Weller,

2006).
Figure 04: four micro-onde (Rhazi, 2015)
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e [Extraction par ultrason :

C’est une macération accélérée, la poudre mélangée au solvant est soumise a des
ultrasons qui provoguent une suspension et compression des polyphénols formant des
bulles ou cavités (Poux et al., 2010).

Cette technique présente I’intérét de faire des extractions a température ambiante, 20— 25°C
pour des durées trés courtes de 3 — 30 minutes, ce qui permet de préserver les composes
thermolabiles (acides gras, polyphénols). (Routray et Orsay, 2012).

11.5. Propriétés biologiques des polyphénols :

11.5.1 Chez la plante :

Les polyphénols participent a ’adaptation de la plante avec 1’environnement ainsi
qu’a la tolérance contre les chocs (lumiére UV, variations de la température...). (Sarni-
Manchado et VVéronique, 2006).

- La capacité d’une espece végétale a résister a I’attaque des insectes et des micro-
organismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phenoliques (Bahorun, 1997).
- Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs et des fruits qui couvrent
une large gamme de couleurs allant du rouge au violet en passant par le jaune. Leur couleur
dépend de leur structure mais aussi de 1’acidité du milieu. (Brunéton, 2009).

- Les polyphénols sont a I’origine des golits amers et astringents afin de repousser les
animaux herbivores. (Subramanian et al., 2007).

- Les flavonoides sont impliqués dans la photosensibilisation, la morphogénése, la
détermination sexuelle, la photosynthese et la régulation des hormones de croissance des
plantes (huillier, 2007).

11.5.2. Chez ’homme :
e Activité antioxydante :

Comme la vitamine C et les caroténoides, les polyphénols ont la capacité de piéger
les radicaux libres, générés en permanence par notre organisme ou former en réaction a des
agressions de notre environnement (tabac, polluants, infection...). Quand ils sont ingéres
avec les aliments, ils renforcent nos défenses naturelles en protégeant nos cellules et nos

tissus contre le stress oxydant. (Scalbert, 2004).
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e Activité anti-inflammatoire :

Les différentes études meneées sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces
contextes pathologiques ont montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de
I’inflammation (Gonzalez-Gallego et al., 2010) et agissaient sur de nombreuses cibles
moléculaires au centre de voie de signalisation de 1’inflammation (Santagelo et al., 2007).

e Activité anti microbienne :

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tanins sont reconnus par leur

toxicité vis a vis des micro-organismes (Williamson et Manach, 2005).
e Industries agroalimentaires :

Les polyphénols sont également utilises dans I’industrie agroalimentaire comme

additifs, colorants, arbmes ou agents de conservation (Brunéton, 1999).
e Industries cosmétiques :

Les composés phénoliques trouvent leur application pratique en luttant contre la
production des radicaux libres néfastes sur la santé et la beauté de la peau (Hennebelle et
al., 2004) et donc ralentissent le vieillissement cellulaire (Gaillard, 2001).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la

phytothérapie et I’hygiéne alimentaire (Leong et shui, 2002).
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I11. Stress oxydatif et antioxydant

I11.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces réactives
de I’oxygéne (ERO) et les défenses antioxydantes de 1’organisme en faveur de premiéres. La
production d’ERO est utile mais peut étre néfaste pour 1’organisme.
L’étendu des dommages causés par le stress oxydatif dépend de la cible moléculaire, de la

séverité de I’effort et du mécanisme par lequel I’effort oxydant est imposé (Aruoma, 1999).

I11.2. Les radicaux libres :
111.2.1. Définition :

Un radical libre est une molécule ou atome ayant un ou plusieurs électrons non appariés
sur son orbital externe c’est-a-dire un électron ceélibataire, ce qui le rend extrémement réactif.
Sa durée de vie est trés courte (quelques millisecondes voir quelgues nanosecondes) et il est
symbolisé par un point qui indique ou 1’électron libre se situe (exemple : "“OH) (Mac Laren,
2007 ; Sayre et al., 2008 ; Goto et al., 2008)

Cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec d’autres composants, essayant
de capturer 1’¢électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine débute
lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son électron,

et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre. (Martinez-Cayuela, 1995).

Antioxidant Naturel Electron Ajouté
de Haute Efficacité

Molécule possédant Stabilisation du Radical

des électrons en excés Libre grace au
don d’électron

Figure 05 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant (Hocine et Gorine, 2017).
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111.2.2. Formes des radicaux libres :

Il existe deux formes principales des radicaux libres :

e Radicaux libres primaires
L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé : “espéces réactives de
I’oxygene”. Ces dernieres regroupent les espéces radicalaires et les espéces non radicalaires
(Tableau 1). Elles incluent I’ensemble des dérivés radicalaires de 1’oxygene proprement dit :
radical superoxyde (O2¢-), radical hydroxyle (OHe¢) et le monoxyde d’azote (NOe)...etc., mais
aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante :

I’oxygene singulet, peroxyde d’hydrogeéne, peroxynitrite.

Tableau 03 : Les deux classes des espéces réactives (Rao et al., 2011).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires

Nom Symbole Nom Symbole

Anion superoxyde 02+ Acide hypochlorique HOCI
L 102

Monoxyde d’azote NO- Oxygene singulet
Radical alkoxyle RO- Peroxyde d’hydrogéne H202
Radical hydroxyle OH- Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO- Peroxynitrite ONOO

e Radicaux libres secondaires :

Les radicaux libres secondaires peuvent étre retrouvés dans les milieux biologiques. Il
s'agit en particulier des radicaux alkyle (Re), alkoxyle (ROe¢) et alkyl peroxyle (ROO¢),
générés a la suite de l'action oxydante de radicaux libres oxygénés primaires (superoxyde,
hydroxyle) sur les chaines d'acides gras polyinsaturés, les glucides, les protéines ou les acides
nucléiques. Ces radicaux secondaires sont moins réactifs mais plus sélectifs que les radicaux
primaires. lls sont a l'origine de processus de réactions radicalaires en chaine, et en particulier
des réactions participant a la lipoperoxydation des membranes cellulaires (Vergely et
Rochette, 2003).
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111.3. Les Antioxydants :

111.3.1. Définition :

Toute molécule endogéne ou exogéne présente en faible concentration qui est capable
de prévenir, de retarder ou de réduire I’ampleur de la destruction oxydante des biomolécules
(Halliwel, 1994).

111.3.2. Classification des antioxydants :
Les antioxydants peuvent étre classés selon leur origine en antioxydants endogénes et

antioxydants exogenes

111.3.2.1. Les antioxydants exogénes
Ils incluent des especes chimiques différentes (composés phénoliques, vitamines...etc.)
et la plupart d’entre eux sont d’origine végétale (Berger, 2005).
Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Ces produits, a structure
chimigque souvent complexe, sont trés dispersés et tres différents selon les
espéces (Bouhadjra, 2011) :
e Lesvitamines:
+ La vitamine C ou I’acide ascorbique : C’est un puissant réducteur. Elle joue
un role important dans la régénération de la vitamine E.
+ La vitamine E ou tocophérol : Prévient de la peroxydation des lipides
membranaires in vivo en capturant les radicaux peroxyles (Athmania, 2009)
e Leseéléments minéraux :
+ Le Fer : un antioxydant puissant qui joue un role protecteur au niveau des
systémes cardio-vasculaires et il est indispensable au cerveau. Il agit également
sur le foie, les muscles et méme sur la production des spermatozoides. Cet oligo-
élément est votre allié contre le stress, le cancer, les maladies cardio-vasculaires et
il stimule le systeme immunitaire et protége les yeux de la cataracte. Il prévient le
vieillissement général de 1’organisme et neutralise les toxines et les radicaux
libres.
+ Le zinc : C’est un minéral qui a un role trés important pour notre systeme
immunitaire, le systéme nerveux, la sexualité, 1’état général, la fertilité. Aliments
riches en zinc : Foie, soja, crustacés, coquillages, viandes, germe de blé, pain

complet, jaune d’ceuf, amandes, noix, noisettes (Kang et al., 2011)
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e Les polyphénols :
Suscitent un intérét croissant de la part des nutritionnistes, des industriels de 1’agro-
alimentaire et des consommateurs. Une des raisons principales, est la reconnaissance
de leurs propriétés antioxydant et ainsi leur implication probable dans la prévention
des diverses pathologies associées au stress oxydant. En effet, un tres grand nombre de
données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur de leur implication dans la
prévention des maladies dégenératives telles que cancers, maladies cardio-vasculaires,

ostéoporose ou maladies inflammatoires (Rock, 2003 ; Bubonja-Sonje et al., 2011).

111.3.2.2. Les antioxydants endogenes :

a. Les antioxydants endogénes enzymatiques :

Les principaux antioxydants enzymatiques les plus efficaces chez les mammiferes ainsi
que chez les plantes sont la superxoyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase
(Mates et al., 1999 ; Sharma et al., 2012).

- La superoxyde dismutase : catalyse la dismutation des ions superoxydes en peroxyde
d’hydrogéne et en oxygene moléculaire.

- La catalase : essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est
capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire.

- L’activité du glutathion peroxydase est de détoxifier le peroxyde d’hydrogéne et d’autres
hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec
I’oxydation d’un substrat réducteur (Delattre et al., 2005).

b. Les antioxydants endogénes non- enzymatiques :

IIs incluent de nombreux thiols dont le majoritaire est le glutathion, largement présent
sous forme réduite, qui est capable de réagir, in vitro, avec les radicaux HO", RO;’, RO’, 105,
ONOQO/, des radicaux centrés sur le carbone, mais aussi I’acide hypochloreux HOCI.

Le glutathion est aussi capable de participer a I’activité enzymatique qui, elle, détoxifie le

peroxyde d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes (Delattre et al., 2005 ; Masella et al.,

2005 ; McCall et Frei, 1999).

L’acide urique, présent sous forme urate a pH physiologique, posséde des propriétés

antioxydantes in vitro contre les HO" et RO,’, tout comme la bilirubine, les mélanines et la

mélatonine (Delattre et al., 2005).
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IV. Présentation de la plante étudiée :

IV.1. Le romarin dans I’histoire :

Depuis I’antiquité le romarin était utilisé en médecine particulierement par les
égyptiens, les grecs et les romains (Zakaria, 2011).

- Les égyptiens : des rameaux de romarin ont été découverts par Prosper Alpin, au
XVléme siécle, dans un tombeau de I'Egypte ancienne (Fournier, 2010). En effet, le
romarin était utilisé par les Egyptiens en fumigation comme encens lors des cérémonies
religieuses et pour I'embaumement.

- Les grecs et les romains : en faisaient des couronnes d’ou le nom arabe iklil al-jabal
(couronnes de montagne) traduit du latin (Bellakhdar, 2006). On pensait que son odeur
purifiait le corps et I’esprit, qu’il stimulait la mémoire et apportait la félicité et I’éternelle
jeunesse. Il était considéré comme une plante magique.

- Les médecines arabes ont largement utilisé le romarin, et ont été les premiers a en

extraire les huiles essentielles (Fuinel, 2002).

IVV.2. Description botanique :

Rosmarinus officinalis L est un arbrisseau de la famille des labiées, trés aromatique
vivace toujours vert de 0,5 a 2 m de haut. La tige ligneuse est couverte d’une écorce grisatre
et se divise en de nombreux rameaux opposés et dressees, les feuilles en forme d’aiguilles
blanchatres en dessous (Chafai Elalaoui, 2014), pouvant atteindre 3 cm de long et 4mm de
large, sont sessiles, opposées et coriaces, enroulées sur les bords.

La floraison commence des les mois de Janvier /Février et se poursuit jusqu’en Avril / Mai
(Zeghad, 2009).

Les fleurs sont réunies au sommet des rameaux, bleues pales a blanchatre, pratiquement
sessiles, disposées en petites grappes axillaires et terminales, bractées tomenteuses lancéolées
(Rameau et Dumé, 2008). Calice gamosépale bilabié en forme de cloche, posséde 3 lobes.
La corolle gamopétale est longuement tubuleuse avec une levre supérieure en forme de casque
a 2 lobes et une lévre inférieure a 3 lobes. La levre supérieure laisse apparaitre deux étamines
courbées et le bout du pistil.

Le fruit, ovoide, est entouré par un calice persistant, sec est constitué de quatre akénes
(Tétrakene). Il attire les insectes (Entomophiles) pour assurer la pollinisation (Entomogame)
(Eloutassi, 2004).
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Figure 06 : plante rosmarinus officinalis L ; dessus et dessous des feuilles ; fleure

IV.3. Répartition géographique :

Le romarin est originaire du bassin méditerranéen, on le trouve principalement dans les
terrains arides et ensoleillés, comme les garrigues, les maquis et les rocailles. A 1’état sauvage
il se trouve sur des sols calcaires (Escuder, 2007).

Cette plante est cultivée dans de nombreux pays tel que la France, I’Espagne, I’Italie, la
Tunisie, le Maroc et I’ Algérie.

Il pousse naturellement dans le sud de I’Europe et nord d’Afrique, en Afrique du Sud,
Mexique et cote sud-ouest des Etats-Unis de I’ Amérique (Bastida, 2018).

L’aire géographique du romarin au niveau de 1’Algérie est spécifiquement
méditerranéenne, et c’est I’'une des sept espéces végétales excédant 50.000 hectares sur le
territoire National (Zoubeidi, 2004).

IVV.4. Nomenclature :

Le nom latin Rosmarinus est habituellement interprété comme dérivé "ros" de la rosée
et "marinus" d'appartenir a 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).

— Nom Arab : iklil al jabal.
— Nom Francais : romarin

— Nom Berber : ouzghir — touzala (Elchahat, 2000)
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IV.5. Classification taxonomique :

Tableau 04 : classification botanique du plante Rosmarinus officinalis. (Adjemi, 2014)

Régne Végétale
Sous regne Cormophytes.
Embranchement Spermaphytes.
Sous embranchement Angiospermes.
Classe Dicotylédones.
Sous classe Gamétophytes.
Série superovariées tétra cyclique.
Ordre Lamiales.
Famille Lamiacées (Labiées).
Tribu Ajugoidées.
Genre Rosmarinus.
Espece Rosmarinus officinalis L.

IVV.6. Composition chimique :

Tableau 05 : Compositions chimiques du Rosmarinus officinalis L.

Huiles essentiels

1,8 cinéole, alpha-pinéne
camphre de romarin camphéne

(Akroum, 2006)
(Rao et al., 1998).

genkwanine, cirsimaritine ,

(Boubekri, 2014).

Flavonoides ériocitrine, hesperédine,
diosmine et lutéoline
(Akroum, 2006).
Diterpénes Acide carnosolique, rosmadial

Triterpenes et stéroides

acide aléanolique, acide
ursotique

(Akroum, 2006)
(Yang et al., 2008).

Lipides

n-alkanes, isolalkanes, alkénes

(Akroum, 2006).

Acides phénoliques

Acide rosmarinique, acide
vanillique, acide caféique et
acide p-coumarique

(Cuendet, 1999)
(Boubekri, 2014).
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IV.7. Utilisation en médecine traditionnel :

Le romarin est souvent cultive pour son huile aromatique. Dans la médecine
traditionnelle ses parties aériennes sont utilisées par voie orale pour soulager la colique rénale,
les dysménorrhées et comme antispasmodique (Heinrich et al., 2006).

Comme beaucoup de Lamiaceae, le romarin est censé agir sur le systéme nerveux
comme stimulant : il semblerait méme qu'il affermisse la mémoire défaillante et qu'il remonte
le moral des déprimés (Benamr, 2008).

— Les feuilles de Romarin, en compresses, sont traditionnellement utilisees afin de
traiter I’eczéma et plus généralement comme insecticide (Wichtl et al., 2003).

— Les feuilles et fleurs de Romarin peuvent étre prises régulierement en tisane Afin de
soulager les femmes de leurs pertes blanches (Lais, 2014).

— L'extrait de feuille de Romarin se retrouve utilisé en tant qu'antioxydant dans certains
compléments alimentaires. (Granwald et al., 2006).

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

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

I’assaisonnement et la conservation des produits alimentaires (Arnold et al., 1997)
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I. Matériel végétal :
Notre étude de recherche a été réalisée en laboratoire de biochimie située au niveau
de hall de faculté de science technologique de 1’université de 20 aout 1955 Skikda, durant

la période de mars a mai de 1’année 2022.

I.1. Critére de choix de la plante :
Notre étude est axée sur une plante de la famille des lamiacées qui est Rosmarinus
officinalis L. (figure 07) et les critéres retenus pour le choix de cette plante sont les
suivants :

+ Leur disponibilité dans notre région.

4 Utilisation dans la thérapie traditionnelle.

+ Leur richesse en composés phénoliques.

|, Salvia rosmarinus
Lamiaceae

Figure 07 : photographie de la plante étudiée Rosmarinus Officinalis L

1.2. Identification, récolte, situation géographique et conservation :

Apres son identification par Dr. Basli Abdelkader, la plante a été récoltée au niveau
du jardin botanique de 1’université du 20 Aout 1955 situé dans la commune d’Elhadeik,
Skikda, Algérie, durant le mois de février de I’année 2022.

La plante fraiche a été nettoyée puis mise a sécher a 1’abri de la lumiere et de
I’humidité. Cette opération a duré jusqu’a 15 jours.

Apres séchage, les feuilles sont séparées des rameaux, puis réduites en poudre a
I’aide d’un broyeur électrique afin de faciliter I’entrainement de ses molécules avec le
solvant d’extraction. La poudre est alors conservee dans un récipient en verre hermétique

jusqu’a utilisation ultérieure.
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Figure 08 : Une carte montrant la localisation géographique de la récolte de plantes étudiée (web02)

I1. Extraction des composés phénoliques :

11.1. Principe :

Plusieurs procédés d'extraction peuvent étre utilisés, du fait de la diversité des
métabolites secondaires, en particulier des polyphénols. Pour I'extraction de ces derniers on
a opté pour la méthode utilisée par Owen et Johns, 1999.

L’extraction des polyphénols totaux a partir des feuilles seches de Rosmarinus Officinallis

a été faite par une macération dans une solution hydro-méthanolique a 80%.

11.2. Mode opératoire :

Une quantité de 20 g de matiere séche finement broyée est macérée dans un volume
de 200 ml de méthanol/eau. Le rapport matériel végetal / solvant étant de (1/10 g/ml)
(Marston et Hotsmann, 2006). Le mélange est conservé a température ambiante sous
agitation pendant 72h, avec renouvellement du solvant chaque 24h pour permettre une

meilleure extraction des composés phénoliques.
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Apres filtration a I’aide d’un papier filtre (Watman n°1) et un entonnoir, les filtrats
combinés sont placés dans un cristallisoir et incubés dans une étuve & une température de
45 °C pendant 4 jours afin d’¢éliminer le maximum de solvant et de concentrer 1’extrait.

Les substances obtenues sous forme visqueuse sont stockées dans des boites de pétri en

verre a +4 °C jusqu'a utilisation ultérieure.

La plante séche broyée Agitation Filtration

Figure 09 : protocole d’extraction.

11.3. Calcul des rendements :
Le rendement en extrait méthanolique (R) est le rapport entre la masse de I’extrait et

la masse de la matiére végétale utilisee. Il est calculé par la formule suivante :

R = (P1 - P2/ P3) x 100

P1 : poids du cristallisoir apres évaporation en g.
P2 : poids du cristallisoir vide avant évaporation en g.

P3 : poids de la plante en g.

I11.  Analyse quantitative de ’extrait brut
I11.1. Dosage des polyphénols totaux

I11.1.1. Principe :

Le taux de polyphénols des extraits méthanoliques de Rosmarinus Officinalis L est
déterminé par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-Cioclateu (Slinkard et
Singleton, 1977). ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide

phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés,
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ils réduisent le réactif de Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleue

constituée d’oxyde de tungsténe et de molybdéne.

L’intensité de la couleur, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 760 nm, est
proportionnelle aux taux des composes phénoliques oxydés et présents dans les extraits

veégétaux (Boizot et charpentier, 2006).

111.1.2. Mode opératoire :

Dans une fiole jaugée, on introduit 0.1 ml de solution d'extrait, contenant 1000 pg
d’extrait sec, puis en ajoute 46 ml d'eau distillée et 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu. Le
mélange est agité vigoureusement. Aprés 3 minutes, on ajoute 3 ml d'une solution de
Na2CO3 a 2%. Le mélange est incubé pendant 2 heures avec agitation intermittente.
L'absorbance est mesurée a 760 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

opératoires en utilisant I’acide gallique a différentes concentrations (0 a 1000 pg / ml).

Figure 10 : dosage de I’acide gallique

111.1.3. Expression des résultats :
Les teneurs en polyphénols totaux sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait (mg EAG/g extrait). Les tests sont réalisés en triplicata.
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I11.2. Dosage des flavonoides :

111.2.1. Principe :
La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la
formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium (AICl3) et les atomes

d’oxygéne présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides. (Lagnika, 2005).

111.2.2. Mode opératoire :

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée selon la méthode de( Bahorun et
al., 1996) en ajoutant 1ml d’extraits a Iml d’une solution d’AICl3 a 2%.
Le mélange est agité vigoureusement et incubé a I’ambre a la température ambiante pendant
15 min. I’absorbance de la solution est déterminée a 430 nm contre un blanc préparé en
mélangeant 1ml de méthanol avec 1ml de solution AICI3.

La concentration des flavonoides est calculé a partir de 1’équation de régression d’une
courbe d’étalonnage de la quercétine réalisée dans les mémes conditions opératoires en

utilisant des concentrations allant de 1000 pg a 0 pg/ml.

111.2.3. Expression des résultats :
Les résultats du dosage sont exprimés en mg équivalent de quercétine par gramme d’extrait

(mg EQ/g extrait). Les tests sont réalisés en triplicata.

IV. Evaluation de I’activité antioxydante :
Pour D’evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de Rosmarinus

officinalis nous avons opté pour le test de piégeage du radical libre DPPH.

IV.1.1. Test de piégeage du radical libre DPPH
IV.1.1.1. Principe :

Le 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyle est le premier radical libre utilisé pour étudier la
relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques (Takao et al., 1994 ;
Brand-Williams et al., 1995). Il possede un électron non apparié sur un atome du pont
d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres et
le DPPH’ reste dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire.

Le radical synthétiqgue DPPH initialement violet, perd sa couleur lorsque 1’électron célibataire

s’apparie a I’antioxydant, il y’a formation de la forme réduite (Molyneux, 2004).
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Figure 11 : réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Web 03)

IV.1.1.2. Mode opératoire :
La capacité des extraits méthanolique de notre plante a piéger le radical libre DPPH est
évaluée en utilisant la méthode décrite par (Lopez-Lutz et al., 2008).

On prépare la solution mére dans le méthanol a une concentration de 2000 pg /ml.

Nous effectuons par la suite, une série de 8 dilutions en progression géométrique a raison de 2
pour obtenir des concentrations allant de 1000 pg/ml a 7.81 pg/ml.
100 pl de chacune des solutions d’extrait sont ajoutés a 2 ml de solution méthanolique de
DPPH (2,4 mg/ 100 ml).
Pour le contrdle négatif (le blanc), nous avons mélangé 100 pl du méthanol avec 2 ml de
solution DPPH.

Le mélange est laiss€ a 1’obscurité pendant 30 min a température ambiante et la

décoloration a été mesurée par rapport au contréle négatif par un spectrophotometre a 517nm.

L'inhibition du radical libre DPPH par I’acide ascorbique a été également analysée dans les

mémes conditions pour comparaison.

1V.1.1.3. Expression des résultats :
- L’activité antioxydant est exprimée comme le pourcentage d’inhibition calculé en

utilisant I’équation suivante :

Activité Antioxydant (%) = 100 x [(A contrdle - A échantillon) / A contrdle]

Ou, A-contrdle : représente 1’absorbance de 1’échantillon controle

A échantillon : représente 1’absorbance de ’extrait méthanolique.
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- La concentration inhibitrice (IC50) est la concentration de I’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50% du radical DPPH. Elle est calculée a partir du graphe de l’activité
antioxydant (en %) en fonction de différentes concentrations des extraits testés.

Une faible valeur d’IC50 indique une forte capacité de 1’extrait a agir comme piégeur du

DPPH.
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I. Extraction des composés phénolique :

I.1. Caractéristique :
L’extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis L obtenu par macération dans une
solution hydro-méthanolique a 80% est un liquide visqueux, d’une coloration vert foncé et a

odeur forte caractéristique du romarin.

1.2. Rendement :
L’extraction des composés phénoliques par le méthanol nous a permis de déterminer le
rendement de cet extrait brut. Le calcul du rendement par rapport au poids total de la poudre

de Rosmarinus officinalis montre une proportion élevée de 1’ordre de 35,5%.

L’extrait méthanolique de R. officinalis a fait objet de quelques études, dont le rendement a

été nettement inférieur au notre

Notre résultat est supérieur a celui rapporté par (Benbott et Bouali, 2018) qui ont étudié
le romarin de la région de Ouargla et Ain M’lila, les résultats étaient de 1’ordre de 18,2% et
21,7% respectivement.

De méme, 1’étude mené par (Hoefler, 1994) sur I’extrait aqueux du romarin, a abouti a des
rendements faibles de I’ordre de 14,3% et 16,2% pour deux région de France : Montrichard et
St Arty/ Caderonne.

Ces résultats peuvent étre expliqués par la nature du solvant utilisé et certains facteurs
écologiques, a la partie de la plante utilisée, a 1’age de la plante et la période du cycle de

végétatif, ou méme des facteurs génétiques.

40 35,5%
35 -
30 -
25 - 21,7%
18,2%
20 - 16,2%
14,3%

15 -
10 -
5 -5
0

REM RRO RRA RRM RRS

Figure 12 : histogramme des rendements d’extrait méthanolique dans différentes etudes
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I1. Analyses des extraits méthanoliques :

11.1. Dosage des polyphénols totaux (analyse quantitative) :
L’étude quantitative des extraits méthanoliques de Rosmarinus officinalis L au moyen
de dosage spectrophotométrique en utilisant la méthode au réactif de Folin Ciocalteu, a pour

objectif la détermination de la teneur des polyphénols totaux.

Le contenu en polyphénols totaux a été calculé a partir de I’équation de la régression linéaire
de la courbe d’étalonnage établie avec 1’acide gallique a différentes concentrations. Les
résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique (EAG) par mg d’extrait (mg EAG/g

extrait).

L’équation obtenue est de type : y = 0,5683x + 0,0496 ; coefficient de corrélation R?= 0.9989.

Acide gallique
0,7 -
y =0,5683x + 0,0496
0,6 - R?=0,9989

Absorbance a 760 nm

0 T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentration d'acide gallique (mg/ml)

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols

Notre résultat indique une forte teneur en phénols totaux de 1’extrait méthanolique du romarin
qui est de I’ordre de 1095,1 + 15,85 mg EAG /g.

Cette teneur reste tres élevée par rapport a celle trouvée dans d’autres travaux scientifiques.

Cette teneur est trés importante comparé a celle rapporté par (Fadili et al., 2015) qui ont

étudié la teneur en polyphénols du romarin du Maroc (185,71+ mg EAG/g d’extrait).
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Dans une autre étude sur Rosmarinus officinalis de Corée du sud, les polyphénols totaux
trouvés dans I’extrait méthanolique étaient estimés a 21,6+ 14,6 mg EAG/g (Hyun et al.,

2015). Un taux trés faible par rapport au notre.

De plus notre résultat reste largement supérieur a celui de (Boumedjen et Kimouche , 2018)
qui ont étudié la teneur en polyphénols du romarin issu de la forét de Djbel EI wahch de la
Wilaya de Constantine. Cette teneur est de 1’ordre de 248,55+ 26,71 mg EAG/ g.

D’apres les résultats obtenus, il est clair que 1’espéce étudiée et tres riche en polyphénols.
Cette différence dans les résultats de la teneur en polyphénols est probablement due a la
distribution des métabolites secondaires pendant la croissance de la plante, ce qui peut étre lié
aux facteurs extrinséques (origine de la plante conditions climatiques, pratiques culturelles,
maturité, période de récolte, conditions de stockage ainsi que le solvant d’extraction) et

intrinséques (génétiques) (Podsedek, 2007 ; Ebrahimzadeh et al., 2008)
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1000 -
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Figure 14 : comparaison en polyphénol totaux des différents extraits
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11.2. Dosage des flavonoides (analyse quantitative) :
Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé selon la méthode du trichlorure

d’aluminium (AICI3) et I’étalon a été la quercétine.

Le calcul du contenu en flavonoides a été effectué¢ a partir de 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage réalisée avec des solutions d’étalons a des concentrations
différentes. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine (EQ) par mg
d’extrait.

L équation obtenue est de type : y= 5,7619 x + 0,0726 ; coefficient de corrélation R?= 0.9938.

Querceétine
0,8 ~
y =5,7619x + 0,0726
0,7 - R?=0,9938 *

Absorbance a 430 nm

O T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentration de quercétine (mg/ml)

Figure 15 : Courbe d’étalonnage de quercétine pour le dosage des phénols totaux

La teneur en flavonoides est de 98+ 4,5 mg EQ /g extrait, cette valeur montre que la
plante Rosmarinus officinalis L de Skikda est moyennement riche en flavonoides.

Notre résultat est inférieur a celui de Rached et al., 2009 qui ont déterminé une teneur
en flavonoides de 177 mg EAG/mg extrait de romarin de la région d’Oran.

Cependant, cette teneur est bien supérieur a celle de I’extrait du Rosmarinus officinalis L de la

région de université EL-oued, qui est de ’ordre 15,724+0,046 mg EQ /g extrait (Belloul et
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Chouiref, 2015). Tsai et al., 2007 ont aussi mentionné que 1’extrait méthanolique du romarin

contenait 60.7 = 1.1 mg/g

Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par les conditions
environnementales, climatiques et période de collecte ainsi que par les facteurs géenétiques et

les conditions expérimentales et aussi le type de solvant d’extraction.

200 A 177%
150 -
98%
100 -
60,7%
30 1 15,72%
0 | — = i - )
TFT FRO FUE FTT

Figure 16 : comparaison en Flavonoide des différents extraits

I11.Evaluation de ’activité antioxydante par le DPPH :

L’activité antioxydant de I’extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis est évaluée
par le test de piégeage du radical DPPH. Il est bien connu que quand une solution de DPPH
est mélangée avec celle d’une substance contenant des antioxydants, le radicale libre stable
DPPH (couleur violet foncé) est converti en 1,1-diphényl-2-picryle hydrazine ce qui entraine

une décoloration facilement mesurable par spectrophotométrie a 517 nm (Molyneux, 2004)

Les valeurs obtenues ont permis de tracer la courbe du pourcentage d’activité anti

radicalaire pour I’extrait méthanolique et la vitamine C.
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Figure 17 : Pourcentage d’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique et la vit C

D’aprés les résultats représentés dans la figure, on peut constater que ’activité anti radicalaire
est dose dépendante car elle est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration de nos
échantillons.

L’ICsq est un paramétre qui définit la concentration efficace du substrat qui cause la
perte de 50% du radical DPPH. Plus la valeur d’1Csg est petite, plus ’activité antioxydante est
grande. L’ICsq est calculé par régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction de
différentes concentrations de I’extrait.

La vitamine C montre une activité anti radicalaire tres puissante avec une valeur d'IC50 de
I’ordre de 6.35 pg/ml.

D’aprés la figure qui présente le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction de différentes concentrations, notre extrait méthanolique présente un pourcentage
d’inhibition maximal de 93,39 % a une concentration de 1000pg / ml (2mg/ml).

Selon les résultats enregistrés, 1I’extrait méthanolique présente une activité antioxydante
faible avec une 1C50 = 353,66 pg /ml.

Nos résultats sont significativement supérieurs a ceux de (Moutie, 2016) qui a étudié
I’activité antioxydant de Rosmarinus au Maroc et a trouvé un pourcentage d’inhibition
maximal de 53,23 %.

Dans une autre étude Makhloufi, 2013 a confirme le pouvoir antioxydant de cette plante de la
région Bechar avec des pourcentages d’inhibition de ’ordre de 80,70% et 79,62% pour les
deux extraits méthanolique et aqueux respectivement. Et en comparaison avec 1’étude de

(Ibrahim, 2013) qui a trouvé que l’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique de
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Rosmarinus officinallis L de la région Ouargla est égale & 82,87% pour une concentration de
0,5 mg contrairement aux résultats obtenus lors de cette étude pour la méme région (47,05
%).

L’activité antioxydante de notre résultat et trés faible a une concentration de 2mg par rapport
les autres a une concentration de 0,5mg présente une activité antioxydant important.

On remarque que bien que notre extrait soit riche en polyphénols totaux, il ne présente
pas un important potentiel antioxydant, ceci peut étre expliqué par sa faible teneur en
flavonoides sachant que ces derniers sont la classe de composés phénoliques avec le plus fort
pouvoir antioxydant. L’activité antioxydant ne dépend donc pas seulement de la concentration
en polyphénols, mais également de la nature et la structure des antioxydants dans 1’extrait
(Falleh, 2008).

Cette variabilité dans le pouvoir antioxydant des extraits brut de Rosmarinus officinalis
L peut étre due a plusieurs facteurs tels que : la méthode d’extraction, la nature des composés
phénolique des extraits, la teneur en composé phénolique totaux, le lieu et la période de

cueillette de la plante (stefnovits-banyai et al., 2003).
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Conclusion

A T’heure actuelle, les plantes médicinales, restent encore le premier réservoir de
nouveaux médicaments, elles sont considérés comme une source de matiére premiere
essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires & la mise au point de futur
medicament.
Dans le cadre de la recherche des principes actifs et leurs propriétés biologiques des plantes
médicinales diverses en Algérie, on a réalisé cette modeste étude sur 1’une de ces plantes qui
est le Rosmarinus officinalis L, c’est une plante médicinale aromatique abondante surtout

dans le nord de I’ Algérie. Le Rosmarinus est connu par ses vertus thérapeutiques variées.

Le résultat de 1’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides de
I’extrait méthanolique obtenu de notre espéce démontre sa richesse en polyphénols totaux,
cependant les flavonoides sont présents a plus faible concentration.

La teneur en polyphénols a été determinée par la méthode de Folin-ciocalteu et a revelé une
valeur de 1095,1 + 15,85 mg EAG/g. Les flavonoides eux, ont été évalués par méthode de

chlorure de I’aluminium AICI3, leur teneur est estimée a 98 + 4,5 mg QE/g de MS.

L’étude du potentiel antioxydant de I’extrait méthanolique selon la méthode du
piégeage du radical libre DPPH a montré que I’extrait méthanolique possede une bonne
activité antioxydante, cette activité reste néanmoins nettement inférieure a celle de la vitamine
C, il est donc trés probable qu’il contient des composés qui une fois purifiés peuvent présenter
une activité comparable a celle des agents antioxydants.

Sur la base de ces résultats on pourrait conclure que le Rosmarinus est une source naturelle

riche en polyphénols antioxydants.

A la fin, on propose des recherches plus approfondies et des analyses qualitatives et
quantitatives sensibles pour isoler les principes actifs des extraits ce cette plante et d’en
évaluer d’autre activités biologiques in vitro et in vivo dans 1’objectif de développer des
médicaments a base de plantes, ainsi que les avantages économiques considérables dans le
développement de la médecine traditionnelle, surtout que notre pays possede une biodiversité
immense ou chaque plante représente un réservoir assez important de métabolites secondaires

avec des caractéristiques thérapeutiques.
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