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Introduction générale

Introduction générale

Les plantes médicinales sont devenues 1’une des sources les plus accessibles pour
améliorer la santé humaine (Hamedi et al., 2022), car elles sont tres riches en composés
bioactifs, également connus sous le nom de phytochimiques. Ces composés sont des
précurseurs pour la synthése de médicaments naturels et synthétiques, de cosmétiques et de
compléments alimentaires (Getachew et al., 2022; da Silva et al., 2022). Les médicaments
issus des plantes sont facilement disponibles, moins chers, efficaces et ont rarement des effets
secondaires. Les plantes qui ont été sélectionnées pour un usage médicinal depuis des milliers
d'années constituent le choix le plus évident pour examiner la recherche actuelle de nouveaux
médicaments thérapeutiquement efficaces (Getachew et al., 2022).

Le romarin (Rosmarinus officinalis) appartient a la famille des Lamiacées, est un arbuste
vivace a feuilles persistantes, caractérisé par une odeur aromatique unique, largement cultivée
a I’échelle mondiale en raison de ses propriétés médicinales et aromatiques (Mwithiga et al.,
2022).

Rosmarinus officinalis fait partie des plantes qui sont en usage depuis l'antiquité et qui, au
travers des siecles, a su garder une place dans l'inventaire des remédes des tradipraticiens de
tout le bassin méditerranéen (Gonzalez-Minero et al., 2020). Le romarin contient de
nombreux composés phytochimiques qui sont des sources potentielles d’antioxydants
naturels ; les terpenes, les flavonoides, les tanins et les acides phénoliques (Erkan et al.,
2008).

Le choix de de cette plante pour faire cette étude est venu du fait de son abondance en

Algérie, de sa large utilisation et de ses diverses propriétés thérapeutiques.

L'objectif principal de notre travail est 1’évaluation de I’activité antioxydante des

différents extraits de Rosmarinus officinalis.

Le manuscrit est devisé en trois parties :
v La premiere partie aborde les connaissances bibliographiques relative au romarin, les
métabolites secondaires et le stress oxydatif
v La deuxiéme partie est la partie expérimentale qui présente le matériel et les méthodes
utilisés durant cette étude
v’ La troisieme partie décrit les résultats obtenus ainsi que leur discussion La rédaction

de ce manuscrit se terminera par une conclusion générale et des perspectives de travail
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Rosmarinus officinalis

1. Le romarin

Rosmarinus officinalis est une plante aromatique de la famille des Lamiaceaec (Mwithiga
et al., 2022) (Figure 01). Aux Etats-Unis et en Europe, le romarin est une épice disponible
dans le commerce pour son utilisation comme antioxydant (Basaga et al., 1997; Zeroual et
al., 2021). Les extraits de romarin ont été utilisés dans le traitement de maladies, en raison de
leur potentiel hépatoprotecteur, de leur potentiel thérapeutique pour la maladie d'alzheimer et
de leur effet antitumorale ( Ribeiro-Santos et al., 2015; Gurbuz et al., 2016; Zeroual et al.,
2021). D'autre part, ils ont été utilisés dans la conservation des aliments, car ils empéchent
l'oxydation et la contamination microbienne (Ribeiro-Santos et al., 2015). Par conséquent,
l'extrait de romarin pourrait étre utile pour remplacer ou méme diminuer les antioxydants
synthétiques dans les aliments (Almela et al., 2006). En tant que conservateurs, les extraits de
romarin offrent plusieurs avantages technologiques et des bénéfices aux consommateurs

(Ribeiro-Santos et al., 2015; Nieto et al., 2018).

Figure 01 : Photographie originale (Rosmarinus officinalis)
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1.1. La composition chimique du romarin

1.1.1. La composition nutritionnelle (macro et micronutriments)

Le tableau I indique la teneur en macronutriments et en micronutriments du romarin. La
variation de la teneur peut étre attribuée en grande partie aux différences d’espéces, de
variétés, de conditions de croissance, de temps de récolte, d’origine du sol et de parameétres
géographiques (Aziz et al., 2021).

Tableau I : Teneur en macronutriments et en micronutriments du romarin (Aziz et al.,

2021)

Composés Teneurs
Macronutriments (g/100g)
Protéines 3,31
Lipides 5,86
Glucides 20,76
Fibres 14,10
Micronutriments (mg/100g)
Acide ascorbique 21,8
Calcium 779
Potassium 1491,6
Magnésium 163,4
Sodium 271,2
Phosphore 107,5
Fer 33

1.1.2. Les composés volatils, terpénoides et les polyphénols du romarin

Les plantes aromatiques sont riches en huiles volatiles, qui donnent des aromes agréables
(Ribeiro-Santos et al., 2015; Mwithiga et al., 2022). Les composés aromatiques importants
dans le romarin sont les hydrocarbures monoterpenes, les monoterpénes oxygénés, les
hydrocarbures sesquiterpenes, les sesquiterpenes oxygéneés, les esters, les cétones, le phénol,
I’alcool et autres (Tableau II). La composition du romarin peut étre influencée par 1’espece,
la partie végétale utilisée, I’origine géographique, le moment de la récolte, 1’age de la plante,
le type d’entreposage (frais, séché ou congelé) ainsi la méthode de séchage et le type de

solvant utilis¢ pour I’extraction ( Ribeiro-Santos et al., 2015; Aziz et al., 2021).
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Tableau II : Teneur en composés volatils, terpénoides et les polyphénols du romarin (Aziz

et al., 2021).

Composés Teneurs
Composés volatils (%)

Camphre 27,9 (%)

Alpha-pinéne 7,5 (%)

Verbénone 5,7 (%)

Camphéne 4 .4 (%)

1,8- cinéol 29 (%)
Terpénoides (mg/100g)

Carnosol 387

Acide carnosique 4205

Composés phénoliques (mg/100g)

Acide rosmarinique 700
Acide vanillique 1,73
Acide férulique 916
Quercétine 5,1

Rutine 3,07




Métabolites secondaires

2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires (MSs) sont des dérivés des métabolites primaires produits par
les plantes en raison de divers changements physiologiques (Ashraf er al., 2018; Seca et
Pinto, 2018; Liu et al., 2022). Ils améliorent considérablement la croissance et la survie des
plantes sous différents conditions (changement de climat, attaque des champignons...)
(Quideau, 2013).

Environ 100 000 métabolites secondaires sont présents dans le régne végétal, classés en
trois grands groupes en fonction de leur structure et leur voie de biosynthese (Da Silva et al.,
2022). Ces groupes comprennent; les composés phénoliques (flavonoides et non
flavonoides), les terpénes (isoprénoides) et les composés azotés (les alcaloides) (Ashraf et al.,

2018; Seca et Pinto, 2018).

2.1. Les composés phénoliques

Les composees phénoliques sont des substances organiques trouvés dans presque tous les
tissus végétaux, y compris les composants comestibles comme les fruits, les graines, les
feuilles, les tiges et les racines (Quideau et al., 2011; Quideau, 2013). Dans leur structure,
tous ses composés ont au moins un cycle aromatique avec un ou plusieurs groupe hydroxyle
(Da Silva et al., 2022).

Il existe environ 8000 composées phénoliques avec un large éventail de variations
structurelles résultent de deux voies synthétiques principales sont la voie shikimate et la voie
acétate (Pandey et Rizvi, 2009). Ces composés sont connus pour leur réle antioxydant, anti-
inflammatoire, ainsi, ils jouent un réle tres important dans la prévention des maladies
cardiovasculaires, neurodégénératives, le diabéte.... etc (Vauzour, 2014; Ghitescu et al.,
2015; Chedea et Pop, 2019).

2.2. Les terpénoides

Les terpénoides, également appelés isoprénoides, sont les produits naturels les plus
nombreux et les plus variés sur le plan structurel (Huang et al., 2012). lls sont classés en
fonction du nombre et de l'organisation structurelle des carbones formés par l'arrangement
linéaire des unités d'isoprene , suivi par la cyclisation et les réarrangements du squelette
carboné, selon une caractéristique empirique connue sous le nom de régle de l'isopréne
(Ludwiczuk et al., 2017). L'isoprene; le "bloc de construction™ des terpénoides, est le 2-
méthylbuta-1,3-diéne (CsHg) (Paduch et al., 2007).

Il existe différentes classes de terpénes basées sur l'unité isopréne, y compris les
monoterpenes (deux unités Cs), les sesquiterpenes (trois unités Cs), les diterpénes (quatre
unités Cs), les triterpénes (six unités Cs), les tétraterpénes (huit unités Cs) et les
polyterpénoides ([Cs]n) (Huang et al., 2012; Amirzakariya et Shakeri, 2022).

5



Métabolites secondaires

Les terpénoides, en particulier les caroténoides, ont une activité antioxydante, le -
caroténe, ainsi que le y-caroténe, le lycopene et la lutéine possédent une activité protectrice
contre les cancers du poumon, du colorectal, du sein, de l'utérus et de la prostate. Les effets
protecteurs globaux sont donc plus importants lorsque tous les caroténes sont pris ensemble

(Paduch et al., 2007; Hamedi et al., 2022).

2.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques provenant essentiellement des plantes et qui
contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec un degré variable
de caractere basique (Herbert, 2003). Environ 12 000 alcaloides déja isolés a partir de
sources végétales, animales ou de micro-organismes (Ziegler et Facchini, 2008). La
classification des alcaloides est basée sur leur précurseur biosynthétique tels que le
tryptophane, la tyrosine et la lysine (Amjad, 2017).

Les alcaloides protégent les plantes contre les dommages provoqués par la lumiere UV. Ils
constituent aussi une réserve de substances capables de fournir 1'azote ou d'autres fragments
nécessaires au développement de la plante. Parfois, ils n’ont pas de rdle précis et sont
simplement des sous-produits du métabolisme végétal. Au niveau de l’organisme, les
alcaloides ont un effet anticancéreux (La vinblastine), analgésique (morphine et codéine) et

relaxant musculaire (la papavérine) (Ashraf et al., 2018).
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3. Stress oxydatif, radicaux libres et antioxydants

3.1. Le stress oxydatif

Etat de dommage oxydatif qui résulte d'un déséquilibre critique entre la production des
radicaux libres et les défenses antioxydantes (Lobo et al., 2010; Liu et al., 2018). 1l cause
des dommages au niveau des lipides, des protéines et des acides nucléiques (Lobo et al.,
2010; Liguori et al., 2018; Liu et al., 2018).

Le stress oxydatif contribue aux maladies inflammatoires, les maladies cardiovasculaires,
le cancer, les troubles neurologiques, le diabete, I'ischémie/reperfusion, I'hypertension , les
troubles neurologiques et le vieillissement (Kunwar et Priyadarsini, 2011; Rani et al.,
2016).

3.2. Les radicaux libres

Atomes ou molécules hautement réactifs possédant un ou plusieurs €électrons non appariés
dans leur enveloppe externe et peuvent étre formés lorsque 1'oxygene interagit avec certaines
molécules (Lushchak, 2014). Les termes especes réactives de l'oxygeéne (ERO) et especes
réactives de 1'azote (ERN) font référence aux dérivés réactifs de l'oxygeéne et de l'azote,
respectivement. Les deux espéces sont produites par toutes les cellules aérobies et jouent un
role important dans 1I’organisme (Liguori et al., 2018).
3.3. Les antioxydants

Un antioxydant est une molécule suffisamment stable pour donner un électron a un radical
libre et le neutraliser, réduisant ainsi sa capacité a causer des dommages (Kunwar et
Priyadarsini, 2011). Les antioxydants peuvent interagir en toute sécurité avec les radicaux
libres et mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient
endommagées (Rizzo et al., 2010). Certains de ces antioxydants, dont le glutathion,
l'ubiquinol et 1'acide urique, sont produits au cours du métabolisme normal de I'organisme
(Lobo et al., 2010) et d'autres comme les polyphénols se trouvent dans 1'alimentation (Rizzo

et al., 2010).
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Matériel et méthodes

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de Biochimie de I’université de Mohamed El
Bachir El Ibrahimi
Cette partie comporte différents volets ;
- Récolte et préparation des échantillons du romarin
- Analyses physico-chimiques (humidité de la matiére végétale séche et les cendres) du
romarin
- Extraction des polyphénols totaux par 3 méthodes ; décoction, macération et infusion
et calcule du rendement
- Criblage phytochimique (Mettre en évidence la présence des phénols, des tanins et des
terpénes)
- Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides des extraits
- Détermination de ’activité antioxydante totale des extraits (DPPH et FRAP)

- Traitement statistique des données (Anova)
1. Récolte et préparation des échantillons

1.1. Récolte

La partie aérienne de Rosmarinus Officinalis a été récoltée le 11 février 2022 dans la forét
d'Ain-Loulou, commune EI-Rabta, wilaya de Bordj Bou Arrerid;.
1.2. Préparation des echantillons

1.2.1. Nettoyage

La quantité de la plante fraichement récoltée a été debarrassée des dechets et lavee par
I’eau de robinet.

1.2.2. Séchage

La matiére végétale a été déposée sur un papier absorbant et séchée a I'ombre dans une
piéce aérée pendant 7 jours puis dans I’étuve & 40° C pendant 72 heures pour assurer le
séchage complet de la plante (Annexe 01).

1.2.3. Broyage et tamisage

La maticre végétale séchée a été broyée a I’aide d’un moulin ¢électrique en poudre fine puis
tamisée a 1’aide d’un tamis (2000 pum), la poudre obtenue est conservée dans des flacons

fermés hermétiquement, a I’abri de la lumicre (Annexe 02).
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2. Analyses physico-chimiques
2.1. Taux d’humidité

Le taux d’humidité est obtenu par la dessiccation d’une prise d’essai du romarin a 1I’étuve a
105 °C pendant 24 heures jusqu’a 1’obtention d’un poids constant (Doymaz et al., 2004).

Mode opératoire

Une quantité de 2g la matiere végétale seche de Rosmarinus officinalis (MVS) est placée
dans des boites de pétri en verre préalablement séchées et tarées. Les boites sont ensuite
placées dans une étuve type Memmert a 105 °C pendant 24h. Apres refroidissement dans un
dessiccateur renfermant un desséchant (gel de silice), les boites sont pesées (Annexe 03).
L’expérience a été répétée 3 fois.

Expression des résultats

(T —my
H% = T x 100

m; : masse de I’échantillon + la masse de la boite de Petri (avant dessiccation) ()
m, : masse de I’échantillon + la masse de la boite de Petri (aprés dessiccation) ()

p : masse de 1’échantillon (g)

2.2. Le taux de cendres

Les cendres sont déterminées par incinération de 1’échantillon dans un four a moufle
jusqu’a I’obtention d’un résidu blanchatre (Boussaid et al., 2020).

Mode Opératoire

Une quantité de 2g de MVS a été placée dans des creusets préalablement pesés. Le creuset
et son contenu sont ensuite placés dans un four a moufle a 550 °C pendant 6 h, jusqu’a
destruction de toutes les matiéres organiques contenues dans 1’échantillon. Apres
refroidissement le creuset est pesé avec les cendres. L’expérience a été répétée 3 fois.

Expression des résultats

w> % 100
my

Cendres % = (
my : masse du creuset vide (g)

m; : masse de 1’échantillon (g)

m; : masse de I’échantillon incinéré + la masse du creuset (g)
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3. Préparation des extraits

3.1. Extraction par maceration

Principe

La macération est un procédé qui consiste a laisser séjourner un solide dans un liquide
froid pour en extraire les composés solubles.

L'extraction a été exécutée conformément au protocole décrit par Hamia et al. (2014),
avec certaines modifications.

Mode opératoire

Une quantité de 10 g de MVS préalablement nettoyée et broyée est mise a macérer dans un
mélange de 100 ml méthanol/eau (80/20 : V/V) sous agitation douce pendant 16h a une
température ambiante. Les extraits sont filtrés a 1’aide d’un papier filtre 1,25 mm, et le filtrat
est évaporé a 1’aide d’un évaporateur rotatif sous pression a 40 °C. La phase aqueuse est
récupérée dans une boite de Pétri et séchée a 1’étuve a 40 °C. La poudre séche est conservée
au réfrigérateur a 4°C.
3.2. Extraction par décoction

Principe

La decoction est un procédé qui consiste a faire bouillir dans I'eau une substance pour en
extraire les substances solubles.

La décoction a été effectuée conformément au protocole décrit par Lezoul et al. (2020),
avec quelques modifications.

Mode opératoire

Une quantité de 10 g de la poudre du romarin est mélangée avec un volume de 100 ml
méthanol/eau (20/80 : V/V) dans une casserole bien fermée avec son couvercle, mise sur une
plaque chauffante a température de 100° C, pendant 7 minutes aprés 1’ébullition. Les extraits
sont filtrés a 1’aide d’un papier filtre 1,25 mm, et le filtrat est évaporé a 1’aide d’un
évaporateur rotatif sous pression a 40 °C. La phase aqueuse est récupérée dans une boite de
Pétri et séchée a 1I’étuve a 40 °C. La poudre seche est conservée au réfrigérateur a 4°C.
3.3. Extraction par I’infusion

L'infusion est une méthode d'extraction des principes actifs d'un végétal par dissolution
dans un liquide initialement bouillant que I'on laisse refroidir.

L'extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Abubakar et al. (2020) avec

quelques modifications.
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Mode opératoire

Une quantité de 10 g de MVS est plongée dans un volume de 100 ml du solvant hydro-
méthanolique (20/80 : V/V) préalablement bouilli dans une casserole fermée avec son
couvercle. L’extrait est filtré a I’aide d’un papier filtre 1,25 mm, et le filtrat récupéré est
évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif sous pression a 40 °C. La phase aqueuse est
récupérée dans une boite de Pétri et séchée a 1’étuve a 40 °C. La poudre séche est conservée
au réfrigérateur a 4°C.
4. Rendement d’extractions

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante :

ml1l-mo
Red (%) = T X100

m; : masse de la boite de Pétri + la masse de I’extrait
mo: masse de la boite de Pétri vide

p: prise d’essai

5. Screening phytochimique
Les tests de mise en présence des terpénoides, des phénols et des tannins ont été réalisés

selon la méthode de Ayoola et al. (2008) ;
5.1. Test des phénols

Une quantité d’environ 2 mg de chaque extrait a été dissoute dans 2 ml d'eau distillée et
puis quelques gouttes d'une solution aqueuse de chlorure ferrique a 10% a été ajoutée.

L’apparition d’une couleur bleue ou verte indique la présence de phénols.

5.2. Test des terpénoides
Un volume de 2 ml de chloroforme a été ajouté a une quantité de 0,5 g de chacun des
extrais ensuite 3 ml d’acide sulfurique concentré a ét¢ additionné soigneusement. La
formation d’un précipité de couleur brun rougeéatre indique la présence des terpénoides.
5.3. Test des tannins
Une quantité de 0,5 g de chaque extrait a été bouilli dans 10 ml d'eau distillée puis filtre.
Ensuite, quelques gouttes de chlorure ferrique a 0,1% ont été ajoutées. L’apparition d’une

couleur vert brunatre ou bleu-noir indique la présence de tanins.
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6. Dosage des composés phytochimiques
6.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant le réactif du Folin-Ciocalteu
selon la méthode de Lister et Wilson. (2001). Le réactif est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo01,040) qui est réduit,
lors de 1’oxydation des substances phénoliques, en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne dont I’absorbance est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans
1’échantillon.

Mode opératoire

Un volume de 200 pl de chaque extrait est mélange a 1 ml du réactif de Folin-ciocalteu
(dilué 10 fois avec de I'eau distillée) et 800 pl d'une solution aqueuse de 7,5 % (m/V) de
carbonate de sodium (Na,COs3). Aprés 2 heures d'incubation a une température ambiante,
I'absorbance est lue par spectrophotométrie UV-Vis a une longueur d’onde de 765 nm. Une
courbe d'étalonnage est effectuée dans les mémes conditions en utilisant une gamme de
concentrations (0 - 0,3 mg/L) d'une solution hydroalcoolique d'acide gallique a la place de
I’échantillon. La teneur en polyphénols totaux a été exprimée en équivalent d'acide gallique
(mg EAG/g ES) (Dudonné et al., 2009). L’expérience a été répétée 3 fois.

6.2. Dosage des flavonoides

Principe

La teneur en flavonoides dans les extraits a été déterminée en utilisant une méthode basée
sur la formation d'un complexe flavonoide-aluminium, de couleur jaune dont 1’absorbance
maximale se situe a 430 nm (Quettier-Deleu et al., 2000).

Mode opératoire

Un volume de 1ml de chaque solution est introduit dans des tubes a essai, suivi par
l'addition de 1ml de trichlorure d’aluminium (AICl3). Les tubes sont secoués immédiatement
et bien mélangés. Aprés 30 minutes a 1’obscurité et a température ambiante, I'absorbance est
lue par spectrophotométrie UV-Vis a une longueur d’onde de 430 nm. Une courbe
détalonnage a été realisee dans les mémes conditions en utilisant une gamme de
concentrations de 0 a 30 pg/l d'une solution hydroalcoolique de la quercétine (Annexe 04). La
teneur en flavonoides a été exprimée en équivalent quercétine (mg E quercétine/g ES).

L’expérience a été répétée 3 fois.
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7. Détermination de P’activité antioxydante

7.1. Effet scavenger (DPPH)

Principe

Le DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) est un radical stable qui a été largement utilisé
pour déterminer la capacité antioxydante, il est soluble dans les solvants organiques, et
présente une bande d’absorption typique a 515 nm (Pulido et al., 2000 ; Boylan et al., 2015).
Habituellement, la diminution de I’intensité d’absorption en présence d’échantillons contenant
des antioxydants est enregistrée aprés un temps d’incubation fixe (environ 30min) (Chedea et
Pop, 2019).

Quand une solution de DPPH est mélangée avec celle d’une substance qui peut donner un
atome d’hydrogéne, ceci donne lieu a la forme réduite de DPPH avec la perte de la couleur
violette, bien qu’elle conserve une couleur jaune pale résiduelle du groupe picryl restant
(Lopez-Alarcon et Denicola, 2013; Chedea et Pop, 2019).

Mode opératoire

Un volume de 500 pl de chaque extrait a été mélangé avec 1,95 ml de la solution de DPPH
(absorbance de 0,68 + 0,03 a 515 nm). Le mélange réactionnel est agité vigoureusement et
incubé pendant 30 min a tempeérature ambiante. L'absorbance est lue par spectrophotométrie
UV-Vis a une longueur d’onde de 515 nm (Popovici et al., 2009). Une courbe d'étalonnage
est obtenue dans les mémes conditions en utilisant une gamme de concentrations (0 - 20
Hg/ml) d'une solution d’acide ascorbique (Annexe 05). La capacité antioxydante a été
exprimée en équivalent acide ascorbique (mg EAA/g ES). L’expérience a été répétée 3 fois.
7.2. Pouvoir réducteur (FRAP)

Principe

La détermination du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe**) du
complexe ferricyanure-Fe®* en fer ferreux (Fe**) en présence d’antioxydants réducteurs. La
forme réduite donne une couleur bleu verdatre qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de
I’extrait (Gul¢in et al., 2003).

Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est estimé selon la méthode de Gulgin et al. (2003). Un volume de
2,5 ml d’extrait est additionné a 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de
ferricyanure de potassium (1%). Aprés incubation a 50° C pendant 20 min, un volume de 2,5
ml d’acide trichloracétique (10%), 1ml d’eau distillée et 0,5 ml de chlorure ferrique (0,1%)

sont ajoutés au mélange. Apres 10 min, 1’absorbance est mesurée a 700nm. Les résultats sont
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exprimeés a partir d’une droite d’étalonnage en équivalent acide galligue (mg EAG/g ES)
(Annexe 06). L’expérience a été répétée 3 fois.
8. Analyse statistique des données

Tous les essais ont été répétés trois fois (triplicat technique) et les résultats ont été
exprimés par la moyenne + 1’écartype. Une analyse de variance (ANOVA) a été effectuée en
utilisant le logiciel XLSTAT version 2022, un test de Tukey a été utilisé ou p < 0,05 a été

considére comme significatif.
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1. Résultats

1.1. Analyses physicochimiques

1.1.1. Taux d’humidité

Les résultats obtenus montrent que la matiére végétale seche utilisée dans cette étude a un
taux d’humidité de 5,93 + 0,32% (Figure 02). Ces résultats sont conformes aux normes de la
pharmacopée européenne (Humidité inférieur a 10%).

= Humidité

Figure 02 : Taux d’humidité de la MVS

1.1.2. Taux de cendres
Les résultats montrent que la matiére végétale seche utilisée dans cette étude a un taux de
cendres de 8 * 0,05% (Figure 03). Ces résultats sont conformes aux normes de la

pharmacopée européenne (Taux de cendres inférieur a 14%).

m Cendres

Figure 03 : Taux de cendres de la MVS
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1.2. Rendement d’extraction

Trois méthodes d’extraction ont été utilisées pour extraire les composés actifs de la partie

aerienne de Rosmarinus officinalis. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 04.
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Figure 04 : Rendement d’extraction (Les différences significatives entre les moyennes a

p < 0,05 sont notées avec des lettres (a—c), déterminées par le test de Tukey)

Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction differe statistiquement d’une
méthode a I’autre. Le rendement le plus élevé est celui obtenu par macération (13,92% =+
1,48) suivi par I’extrait réalisé par infusion (13,34% + 2,31) et la valeur le plus faible revient a

I’extrait obtenu par décoction (12,62% =+ 1,05). Cette différence peut étre expliquée par
certains facteurs : la température et la durée d’extraction.

1.3. Criblage phytochimique

Les tests phytochimiques réalisés ont révélé la présence des phénols, des tannins et des
terpenes dans les différents extraits avec des intensités de couleur variables (Tableau I11).
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Tableau I11 : Criblage phytochimique des extraits

Composées

Observations

MVS

EM

El

ED

Phénols

Apparition
d’une couleur

bleue

+++

+++

+++

Photo

Terpénes

Formation
d’une couche
brun-

rougeatre

+++
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Tannins Apparition
d'une couleur

bleu-noir

+++

+++

+++

(+++) Coloration plus intense, (+) Coloration moins intense.

Nous avons observé une couleur bleue qui indique la présence des phénols dans les quatre

échantillons étudiés ce qui explique la richesse de nos extraits en composés phénoliques. La

couleur est plus intense dans les trois extraits (macération, décoction, infusion) par rapport a

MV S due a la concentration élevée de ces derniers dans les extraits.

La formation d’une couche brun-rougeatre dans les extraits montre la présence des

terpénes.

L’apparition d’une couleur bleu-noir indique la présence des tanins qui sont des composés

phénoliques.
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1.4. Dosage des composés phytochimiques
1.4.1. Teneur en polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénol totaux des extraits de romarin sont présentées dans la figure 05

400

350

mgEAG/g(ES)
N
8

d
"B
0
o,

Figure 05 : Teneurs en polyphénols totaux (Les différences significatives entre les moyennes
a p < 0,05 sont notées avec des lettres (a—d), déterminées par le test de Tukey)

Les teneurs varient de 59,51 + 1,55 mg EAG/g ES pour la MVS a 344,31 £ 1,28 mg
EAG/g ES pour I’extrait obtenu par infusion ce qui explique la richesse du romarin en
composés phénoliques.
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1.4.2. Teneur en flavonoides
Les teneurs en flavonoides de différents extraits du romarin sont présentées dans la figure

06

mgEQ/g(ES)
= - = =
SN (o)) (o] o N N (o))
(@]

N

Figure 06 : Teneurs en flavonoides (Les différences significatives entre les moyennes

a p < 0,05 sont notées avec des lettres (a—d), déterminées par le test de Tukey)

Les teneurs en flavonoides de la MVS et les extraits obtenus varient entre 7,33 et 13,33 mg
EQ/g ES. La teneur la plus élevée des flavonoides a été obtenue par décoction 13,33 + 0,29
mg EQ/g Es et par infusion 13,07 £ 0,18 mg EQ/g ES. La teneur en flavonoides la plus faible
est celle de MVS 7,33 + 0,28 mg EQ/g ES.
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1.5. Détermination de I'activité antioxydante

1.5.1. Reduction du radical libre (DPPH)

Les résultats de la réduction du radical libre DPPH sont illustrés dans la figure 07
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Figure 07 : Capacité antioxydantes par DPPH (Les différences significatives entre les

moyennes a p < 0,05 sont notées avec des lettres (a—d), déterminées par le test de Tukey)

Les teneurs varient de 40,08 a 167,53 mg EAA/g ES, les extraits obtenus par infusion,
décoction et macération présentent une capacité antioxydante de 167,53 + 2,23, 158,73 + 3,85

et 154,50 + 4,03 mg EAA/g ES respectivement, alors qu’une faible activité a ét¢ mesurée
dans la MVS 40,08 + 3,62 mg EAA/g ES.
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1.5.2. Réduction du fer (FRAP)
Les résultats du pouvoir réducteur des extraits de nos échantillons sont illustrés dans la

figure 08
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Figure 08 : Pouvoir réducteur des extraits de Rosmarinus officinalis (Les différences
significatives entre les moyennes a p < 0,05 sont notées avec des lettres (a—d), déterminées

par le test de Tukey)

Les résultats du pouvoir réducteur présentent une différence significative varie de 88,40 a
164,48 mg EAG/g ES. Le pouvoir réducteur de I’extrait obtenu par infusion est le plus fort
(164,48 + 6,56 mg EAG/g ES), les extraits de décoction et macération présente un pouvoir
réducteur moyen de 124,36 + 6,65 et 110,15 + 17,34 mg EAG/g ES, le plus faible pouvoir
réducteur est celui de la MVS (88,40 + 8,38 mg EAG/g ES).
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2. Discussion

Dans cette étude, I’analyse des paramétres physicochimiques de Rosmarinus officinalis a
montré un taux d’humidité de 5,93 + 0,32%, ce résultat est en accordance avec celui de Albu
et al. (2004) qui ont trouvé un taux d’humidité de 5% dans MVS du romarin.

Le taux d’humidité obtenu est expliqué par le bon séchage (a I’air libre et a 1’étuve) et ¢a
confere une meilleure conservation de la poudre a long terme.

Le taux de cendres représente la quantité totale en sels minéraux présente dans un
échantillon, une teneur en sel minéraux faible explique une teneur élevée en matiere
organique. D’aprés les résultats élaborés par Arslan et al. (2007), le romarin posséde une
quantité importante d'éléments minéraux.

Le choix de la méthode d’extraction des composés phytochimique pour avoir un bon
rendement est une étape cruciale dans 1’étude des phytonutriments. En comparant nos
résultats a ceux des travaux précédents, nous avons en accord avec ceux de Santos et al.
(2021) et de Lehout et Laib. (2015) que I’extraction par macération donne le meilleur
rendement (environ 13,7%), contrairement aux Bohui et al. (2018), qui ont pu avoir des
rendements supérieurs d’environ 16,30 %, 15,10 % et 14,30 % par décoction, macération et
infusion respectivement.

Le romarin contient des différents composés phytochimiques tels que les flavonoides, les
phenols, les huiles volatiles, les terpénoides, etc (Johar et al., 2015). Les résultats de cette
étude ont montré la présence des phénols, terpénoides et tannins dans tous les extraits de
romarin, ces résultats sont en accordance avec ceux de Gonzalez-Trujano et al. (2007),
Johar et al. (2015), Boucheloukh et kadj, (2019), Ezziane et Senouci. (2019), Sissaoui et
al. (2021), et sont en contradiction avec les résultats de Johar et al. (2015) qui n’ont pas
trouvé les tanins dans les extraits de romarin.

En ce qui concerne les polyphénols totaux, plusieurs recherches ont été focalisées sur la
teneur en PPT des extraits de romarin, parmi ceux-ci on cite ; Erkan et al. (2008) qui ont
trouvé une teneur en PPT de 162 mg EAG/g ES, Kahouli. (2010) qui a trouvé une teneur de
225 mg EAG/g ES, ces valeurs sont inférieures aux résultats de la présente étude. Par contre,
ces teneurs sont supérieurs a ceux obtenus par Sissaoui et al. (2021) en utilisant les mémes
méthodes d’extraction, ils ont trouve des teneurs de 12, 13,71 et 11,84 mg EAG/g ES par
macération, infusion et décoction respectivement. La teneur en PPT de MVS est de 59,51 +
1,55 mg EAG/g ES, ce résultat est tres proche a celui de Tsai et al. (2007) qui ont trouvé une
teneur de 58,1 + 0,9 mg EAG/g ES.
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Les résultats de cette étude montrent que notre plante est tres riche en flavonoides, ces
données sont assez proches a ceux rapportés par Megateli et Krea. (2018) qui ont trouvé une
teneur de 14,48 £ 1,5 mg EQ/g et aux résultats de Nagy et al. (2014) qui ont trouvé une teneur
de 13,25 mg EQ/qg ES. Par contre, une faible teneur (4,32 mg EQ/g) a été obtenue par Aljabri.
(2020).

La variation de la teneur en composés phytochimiques peut étre attribuée en grande partie
aux différences d’espeéces, de variétés, de conditions de croissance, de temps de récolte, de
propriétés du sol, de climat, d’origine et de paramétres géographiques (Ribeiro-Santos et al.,
2015).

Nos extraits sont des puissants antioxydants, les résultats obtenus dans cette étude
confirme ceux obtenus par ( Hras et al., 2000; Klanénik et al., 2009; Bubonja-Sonje et al.,
2011; Bendif et al.,, 2017). Ainsi, I’extrait obtenu par infusion semble le plus actif,
contrairement aux résultats de Haida et al. (2014) ou celui obtenu par décoction et le plus
actif.

Le mécanisme d’action des antioxydants a été largement étudier, par exemple Francisco
José et al. (2020) ont montré que les propriétés antioxydantes du romarin sont dues a sa
richesse en huiles essentielles, qui agissent comme piégeuses des radicaux libres, et comme
chélateurs des especes réactives de 1’oxygene (ROS). De plus, Erkan et al. (2008) ont indiqué
que les composés phénoliques présents dans les extraits purs de romarin agissent comme
antioxydants lorsqu’ils réagissent avec les radicaux libres pour les transformer en produits

stables.
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Conclusion et perspectives
Ces dernieres années, il y a eu un intérét croissant dans ’extraction et l'utilisation des
antioxydants naturels. Nombreuses recherches ont été focalisés sur 1’étude des composés

biologiquement actifs isolés des extraits de plantes.

Notre travail repose sur le criblage phytochimique, le dosage des polyphénols totaux et les
flavonoides ainsi que la détermination de I’activité antioxydante des extraits de Rosmarinus
officinalis obtenus par 3 méthodes d’extraction : la macération, la décoction et I’infusion en

comparaison avec MVS de la partie aérienne de cette plante.

D’aprés les résultats du criblage phytochimique, il s'est avéré que les extraits de
Rosmarinus officinalis sont trés riches en métabolites secondaires ; tanins, terpénes et
phénols. L’analyse quantitative des extraits étudiés révele 1’abondance des polyphénols totaux

et des flavonoides dans les extraits.

La détermination de I’activité antioxydante effectué¢ par les deux méthodes ; DPPH et
FRAP a montré que les extraits possedent un pouvoir antioxydant trés important, toutefois,
I’extrait obtenu par infusion a donné les meilleurs résultats dans la plupart des paramétres

étudiés
En perspective ; dans le cadre de valoriser ces résultats, il est intéressant de :

- Mener une étude plus approfondie pour isoler, purifier, et identifier les molécules

responsables de I’activité antioxydante.

- Etudier les mécanismes d’action des composés phénoliques impliqués dans

I’activité antioxydante in vivo.

- Evaluer d’autre activités biologiques; anti tumorale, anti cancéreuse, anti

inflammatoire, antidiabétique, anticoagulante et autres.
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Résumé

Le Romarin, (Rosmarinus officinalis) c’est une plante qui appartient a la famille des
Lamiacée, tres répandu dans les régions méditerranéennes et considérée parmi les plantes les
plus populaires en Algérie.

L’objectif de cette étude est de mise en évidence a partir d’un criblage phytochimique la
présence des tanins, des phénols et des terpenes, de quantifier les polyphénols totaux et les
flavonoides contenus dans la partie aérienne de cette plante, ainsi, de déterminer 1’activité
antioxydante par DPPH et FRAP de la matiére végétale séche de Rosmarinus officinalis
(MVS) et les extraits hydroalcooliques obtenus par trois méthodes d’extraction (macération,
infusion et décoction) de la méme plante.

Le meilleur rendement d’extraction est obtenu par macération. Le criblage phytochimique
réalise sur les extraits de Rosmarinus officinalis a montré la présence des phytonutriments. La
teneur en polyphénols totaux et en flavonoides la plus élevée a été obtenue dans les extraits
hydroalcooliques par rapport &8 MVS. L'étude de I’activité antioxydante des différents extraits
de Rosmarinus officinalis a montré que tous les extraits hydroalcooliques présentent
d’importantes propriétés antioxydantes par rapport a MVS.

Mots clés: Rosmarinus officinalis, méthodes d’extraction, DPPH, FRAP, activité
antioxydante, flavonoides, polyphénols.

Abstract

Rosemary, Rosmarinus officinalis is a plant belongs to the Lamiaceae family, widespread
in the Mediterranean regions and considered among the most popular plants in Algeria.

The objective of this study is to highlight from a phytochemical screening the presence of
tannins, phenols and terpenes, to quantify the total polyphenols and flavonoids contained in
the aerial part of this plant, as well as to determine the antioxidant activity by DPPH and
FRAP of dried plant material of rosemary and the hydroalcoholic extracts obtained by three
extraction methods (maceration, infusion and decoction) of the same plant.

The best extraction yield was obtained by maceration. Phytochemical screening performed
on Rosmarinus officinalis extracts showed the presence of phytonutrients. The highest content
of total polyphenols and flavonoids was obtained in the hydroalcoholic extracts compared to
dried plant material of rosermary. The study of the antioxidant activity of the different
Rosmarinus extracts showed that all the hydroalcoholic extracts showed significant
antioxidant properties compared to the dried plant material of rosemary.

Keywords: Rosmarinus officinalis, extraction methods, DPPH, FRAP, total polyphenols,
Flavonoids, antioxidant activity






