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Résumé

Le romarin (Rosmarinus officinalis) appartient a la famille des Lamiaceae, elle est trés

répandue dans les régions mediterranéennes et la plante le plus populaire en Algérie.

Le but de la présente étude est porté sur détermination le teneur en polyphénols, et

d’évaluer I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique provenant des feuilles du romarin.

Nous avons dabord effectué des analyses colorimétriques quantitatives par
spectrophotométrie UV pour les polyphénols totaux en utilisant la méthode Folin-Ciocalteu a
I’aide de I’acide gallique utilisé comme phénol standards, et ’analyse a révélé la richesse du

romarin en polyphénols 32.1 pg EAG /mg d’extrait.

L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro de I’extrait méthanolique de romarin
«technique de réduction du radical libre DPPH » a montré que I’extrait méthanolique de
Rosmarinus officinalis peut agir en tant que piégeur de radicaux libre et semblent étre le bon
piégeur de radicaux libres (I'IC50= 5.18 mg /ml). Ces résultats indiquent que I’extrait

méthanolique de romarin représente une source prometteuse d’agents antioxydants.

Mots clés : Romarin Rosmarinus officinalis, Polyphénols, Activité Antioxydante, DPPH
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Abstract

Rosemary (Rosmarinus officinalis) belongs to the Lamiaceae family, it is very

widespread in the Mediterranean regions and the most popular plant in Algeria.

The aim of the present study is to determine the polyphénols content, and to evaluate

the antioxidant activity of the methanolic extract from rosemary leaves.

We first performed quantitative colorimetric analyzes by UV spectrophotometry for
total polyphénols using the Folin-Ciocalteu method using gallic acid used as phenol
standards, and the analysis revealed the richness of rosemary in polyphénols 32.1 ugeAG /

mg of extract.

The evaluation of the in vitro antioxidant activity of the methanolic extract of
rosemary "DPPH free radical reduction technique” showed that the methanolic extract of
Rosmarinus officinalis can act as free radical scavengers and seem to be the good free radical
scavenger (IC50 = 5.18 mg / ml). These results indicate that the methanolic extract of

rosemary represents a promising source of antioxidant agents.

Keywords: Rosemary Rosmarinus officinalis, Polyphénols, Antioxidant Activity, DPPH.
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_ Introduction générale

Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvées dans
son environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Actuellement,
I’organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la terre ont
recours aux préparations traditionnelles & base de plantes en tant que soins de santé
primaire.(1)

Plus de 120 composés provenant de plantes sont aujourd’hui utilisés en médecine
moderne et prés de 75% d'entre eux sont utilisés selon leur usage traditionnel. Parmi, les 25
composés pharmaceutiques les plus vendus au monde, 12 d'entre eux sont issus de produits
naturels.(2) L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une briilante actualité malgré sont
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végetal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. (3)

Le romarin (Rosmarinus officinalis) est une plante aromatique largement utilisée dans
divers domaines, notamment en médecine traditionnelle, en cosmétique et en cuisine. En
raison de sa composition chimique riche en polyphénols, le romarin est reconnu pour ses

propriétés antioxydantes bénéfiques pour la santé humaine.

L'activité antioxydante du romarin est principalement attribuée a sa teneur élevée en
composes phénoliques tels que l'acide rosmarinique, la lutéoline et l'acide caféique. Ces
composes ont demontré leur capacité a neutraliser les radicaux libres, a protéger les cellules
contre les dommages oxydatifs et a réduire le risque de maladies chroniques telles que les

maladies cardiovasculaires, le cancer et le vieillissement prématuré.

Dans ce contexte, cette étude se propose d'évaluer l'activité biologique antioxydante
de I'extrait méthanolique du romarin. L'objectif principal est de déterminer la capacité de cet
extrait a neutraliser les radicaux libres in vitro, en utilisant des méthodes standardisées telles
que le test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), et de quantifier les polyphénols totaux

présents dans l'extrait.

Cette évaluation revét une importance particuliere dans le contexte actuel de
recherche de sources naturelles d'antioxydants pour prévenir les dommages oxydatifs et
promouvoir la santé globale. En outre, elle contribuera a la valorisation des ressources
végétales locales, telles que le romarin, en tant que alternatives durables aux antioxydants

synthétiques.




_ Introduction générale

Dans cette introduction, nous discuterons des aspects théoriques de [lactivité

antioxydante, des composés bioactifs du romarin, des méthodes d'extraction des polyphénols
et des méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante in vitro. Nous présenterons également
les objectifs, la méthodologie et le plan de travail de cette étude pour parvenir a une
évaluation compléte de l'activité biologique antioxydante de [I'extrait méthanolique du
romarin.
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I. Définition
Le romarin, Rosmarinus officinalis, est un arbrisseau de la famille des Lamiacées (ou
labiées), poussant a I'état sauvage sur le pourtour méditerranéen, en particulier dans les
garrigues arides et rocailleuses, sur terrains calcaires. 1l se cultive dans les jardins. Il posséde
de nombreuses vertus phytothérapeutiques, mais c'est aussi une herbe condimentaire et une
plante mellifére (le miel de romarin est trés réputé), ainsi qu'un produit fréqguemment utilisé

en parfumerie. Rosmarinus signifie en latin roseée de mer. (4)

Figure 1: la plante romarin

Il1. Histoire et origine du Romarin

Romarin La légende raconte que le Romarin se retrouve seulement dans les régions
ou s'étend la rosée venant de la mer, d’ou son nom qui provient du latin «ros», rosée et
«marinus », marin. Dans d'autres régions, on le surnomme "la Rose de mer" en latin Rosa
marina qui a donné son nom au genre. Le mot "ros" pourrait également venir d'un nom latin

dérivant de rhus qui rappelle I'aspect d'arbrisseau de la plante.

Le Romarin était initialement utilisé pour les cérémonies religieuses, particulierement
dans ’Egypte ancienne pour I’embaumement des momies. Chez les Grecs et les romains, il
était considéré comme une plante sacrée et remplagait I'encens dans les rites de purification.

Il est trés utilisé sous I’antiquité mais ce n’est qu’au Moyen age que ses proprietés
médicinales sont établies, notamment ses qualités de tonique nerveux et digestif. Au Xlleme
siecle, les chevaliers de retour de croisade importérent de la culture arabe le processus de

distillation des plantes aromatiques.
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L’huile essentielle produite a partir de la distillation du romarin fut ainsi utilisée a des
fins antiseptiques et anti-infectieuses, notamment pour lutter contre la jaunisse.

En France, pour éviter la diffusion des maladies dans les hopitaux, des branches de
romarin étaient brdlées. On en placait également dans les bibliothéques et les armoires a linge
pour éloigner les insectes.

Le romarin est utilisé largement comme condiment ; les cuisiniers s'en servent pour
conserver et parfumer les mets. Les médecins le conseillaient pour le traitement de divers
maux : troubles du foie, rhumatismes, migraines, palpitations, nervosité, hémorroides,
épilepsie, vertiges et oppression. Le camphre contenu dans le Romarin, quant a lui, n’a été
isolé qu’en 1685 par Kunkel, un alchimiste allemand.

Le romarin a été longtemps utilisé en parfumerie, entrant dans la composition de la
fameuse « eau de la Reine de Hongrie », véritable eau de jouvence souvent prescrite pour
guérir les rhumatismes douloureux. Le romarin est tres utilis€ comme plante stimulante ; on

peut I’utiliser dans les bains comme tonique général.(5).(6).(7)

I11. Description

Description botanique Le romarin est un arbrisseau de la famille des labiées, peut
atteindre jusqu’a 1,5 métre de hauteur, il est facilement reconnaissable en toute saison a ses
feuilles persistantes sans petiole, coriaces beaucoup plus longues que larges, aux bords
Iégerement enroulés, vert sombre luisant sur le dessus, blanchatres en dessous. La floraison
commence dés le mois de Février, ou Janvier parfois, et se poursuit jusqu’au mois d’Avril et
Mai. La couleur des fleurs varie du bleu pale au violet (on trouve plus rarement la variété a
fleurs blanches R .officinalis albiflorus. Le calice velu a dents bordées de blanc, elles portent
deux étamines ayant une petite dent vers leur base. Comme pour la plupart des Lamiacées, le
fruit est un tetrakéne, de couleur brune, la variété a fleurs blanches est rare R .officinalis
albiflorus. Le calice velu a dents bordées de blanc, elles portent deux étamines ayant une

petite dent vers leur base. Comme pour la plupart des Lamiacées, le fruit est un tetrakéene.(8)
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Figure 2:Tige principale et rameau Feuillé a fleurs du Romarin.

e Autres appellations

En Algérie, Maroc et Tunisie : azir, barkella, haselban, Aklil, iklil ljabal, klile [9]

» En France : Herbe-aux-courounnes, rosée de mer, rose marine, romarin des
Troubadours, bouquet de la vierge [10] [11]

» Allemand: Folia Anthos, Folia Rorismarini, Encensier, Rosemary (Angl.),

Rosmarinblatter, Krankrautblatter, Kranzenkrautblatter, Rosmarein [10] [11].

IV. Systématique botanique de la plante

La systématique botanique est pour un chercheur la carte d’identification de la plante
et sans cette derniére, il est trés difficile d’entamer un travail de recherche. On peut résumer la
systématique botanique de la plante comme suit :

e Regne : Plantes

e Embranchement : Spermaphytes

e Classe : Dicotylédones

e Ordre : Lamiales (Labiales)

e Famille : Lamiacées

e Genre : Rosmarinus

e Espeéce : Rosmarinus officinalis. [12]
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Figure 3 : Aspects morphologiques du romarin
V. Répartition géographique

Plante indigéne poussant spontanément dans toute 1’Algérie,[13] le Rosmarinus
officinalis est originaire du bassin méditerranéen .[14] Commun dans les maquis, les garrigues
et les foréts claires, il est sub-spontané en plusieurs endroits privilégiant un sol calcaire, de

faible altitude, ensoleillé et modérément sec. [15]

VI. Récolte

De maniére générale, la récolte d'une plante est réalisée quand les principes actifs sont
a leur maximum, afin de pouvoir compter sur des effets utiles et constants. Les feuilles et
tiges herbacées sont récoltées lorsque la fleur commence a se développer, 12 a 18 mois apres
plantation. Les feuilles se récoltent toute I'année mais sont plus parfumées I'été. 1l faut donc
les cueillir a cette période. La récolte se fait par temps chaud et sec soit deux ou trois heures
apres le lever du soleil quand la rosée s'est dissipée.

Quant aux fleurs et sommités fleuries (partie supérieure du végétal), elles sont
récoltées au méme moment de la journée que les feuilles quand les fleurs commencent a
s'épanouir. L'odeur résidant principalement dans le calice, celui-ci doit étre pris délicatement
et séché. La récolte des sommités fleuries a lieu au mois de juillet. La récolte des parties
aériennes en fleur se fait soit a la machine pour les cultures de Romarin soit a la serpette

(manuellement) pour les parcelles de romarin sauvage.
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La plante rapidement séchée est passée au crible afin de n'obtenir plus que des feuilles
et des fleurs. Afin de ne pas abimer les plantes sauvages, les récoltes seront modestes. Pour
le séchage : - feuilles et tiges herbacées : étalées sur des chassis de toile a larges mailles ou sur
de la paille bien séche, et séchées dans une piéce exposée aux rayons du soleil. 1l faut les
brasser régulierement afin que l'air pénétre uniformément. A conserver dans une piece non
humide. Les feuilles séchées sont ensuite séparées des tiges.

Fleurs et sommités fleuries : espacées sur des claies garnies de papier, remuées de
temps en temps, dans une piéce ensoleillée ou a I'étuve. Une fois sec, conserver le Romarin
dans des bocaux ou boites garnis de papier et bouchés ou en petites bottes enveloppées dans

du papier et gardées au sec. Conservation : environ un an.

VII. Utilisations de Rosmarinus officinalis

» Usages en therapeutique

1. Phytothérapie (plante entiére ou extrait)

L'Agence du médicament (ancien nom de l'actuelle Agence Nationale de Securité du
Médicament et des produits de santé : ANSM) revendique en 1998, pour les sommités fleuries
et les feuilles de Romarin, les indications thérapeutiques suivantes: traditionnellement utilisés
par voie orale dans le traitement symptomatique de troubles digestifs tels que : ballonnement
épigastrique, lenteur a la digestion, éructations, flatulence ; pour faciliter les fonctions
d'élimination urinaire et digestive ; comme cholérétique ou cholagogue. Le Romarin, en usage
local, a deux indications : il est traditionnellement utilisé en cas de rhume et de nez bouché et
en bain de bouche pour I'hnygiene buccale. Lors de la constitution d'un dossier "abrége"
d'’AMM (poudre, feuille pour tisane, extrait aqueux et extraits hydro alcooliques quel qu'en
soit le titre), aucune évaluation toxicologique n'est demandée. [16] [17]

La monographie Allemande notifie que la feuille de Romarin est utilisée par voie
orale dans les troubles dyspeptiques (a la posologie de 4 a 6 grammes par jour), et par voie
locale, comme thérapie de soutien des affections rhumatismales et des problemes circulatoires
(a la posologie de 50 grammes pour un bain). [16] Le Romarin peut s'utiliser de différentes
maniéres en raison de la solubilité de ses principes actifs dans I'eau, dans l'alcool, dans I'huile

et dans l'acide acétique du vinaigre. [18]
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2. Usage sur la sphere abdominale

La feuille de Romarin, par sa teneur en HE, est utilisée comme stomachique (=
favorise la digestion) et carminatif (= élimine la formation de gaz intestinaux) dans les
ballonnements, les troubles digestifs, les flatulences ainsi que pour la stimulation des
sécrétions gastriques et de l'appétit. Rare en Allemagne mais plus répandue en France,
I'utilisation des feuilles de Romarin comme cholérétique et cholagogue est principalement due
aux "principes amers".

Aprés de multiples expérimentations, cette activiteé partielle a été vérifiée chez I'animal

ou il a été montré une diminution de I'hépatotoxicité de toxiques comme l'alcool ou le
tétrachlorure de carbone. [17]
Pour soigner les nausées d'origine hepatique, la plante fraiche peut étre utilisée soit en
décoction (1/2 cuillére a café par tasse, a boire avant chaque repas) soit broyée et macérée un
mois dans du vinaigre de cidre (prendre 1/2 cuillere & café aprés filtration). La plante séchee
(de l'année) peut étre employee a raison d'1/4 de cuillére a café en infusion dans une tasse.
[18]

Afin d'activer la digestion, une macération dans deux fois son volume d'huile d'olive (de
premiére pression a froid) filtrée un mois apres, peut se prendre a la petite cuillére. [18]

Le Romarin tonifie le foie. Un a deux petits verres de vin médicinal de Romarin peut étre
pris chaque jour pour fortifier le foie. Pour préparer ce vin, il faut disposer au fond d'une
cruche quatre cuilléres a soupe de feuilles seches, coupés menu ou trois ou quatre rameaux de
Romarin frais ; verser une bouteille de bon vin blanc dessus et laisser macérer huit jours puis
filtrer. Pour aider a digérer, le Romarin peut étre consommeé en tisane (une cuillerée a café de
feuilles de Romarin recouverte d'eau bouillante, faire infuser 10 minutes couvert puis filtrer) a
raison d'une tasse avant ou apres chacun des principaux repas. [19]

Gréce a son effet tonifiant sur le foie et son action stimulante sur la fonction biliaire, le
Romarin est trés apprécié dans la paresse d'estomac, I'inflammation de la vésicule biliaire et la
congestion des foies accompagnés de crises douloureuses. Il s'utilise par voie interne soit sous
forme d'infusion des sommités fleuries (20 a 30 grammes par litre d'eau bouillante) soit de vin
(macération de 30 a 60g par litre de bon vin, pendant 3 jours) a la posologie de deux ou trois
verres par jour [20].

Les feuilles de Romarin en infusion ont une action antispasmodique. Elles ont aussi
un effet diurétique en augmentant le volume des urines et en facilitant I'évacuation des toxines

par les reins. [21]
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3. Usage dans le traitement des blessures

Les feuilles séchées entieres ou coupées de Romarin sous forme liquide ou semi-
solide sont traditionnellement utilisées pour la gestion et le traitement des blessures. Le
Romarin réduit I'inflammation et améliore la contraction des plaies, la ré-épithélialisation et la
régénération du tissu de granulation, l'angiogenése et le dép6t de collagéne. Les preuves
cliniques sont issues d'études réalisées sur les animaux et d'études de cas. Le produit
commercial est Herbor® (extrait de Romarin). [22]

La feuille est traditionnellement employée en compresses afin d'éviter le retard de
cicatrisation (et I'améliore). L'infusion de Romarin permet le nettoyage des plaies. [21] La
teinture de Romarin (80 g de plante macerée dans 1L d'alcool a 90% vol pendant un mois)
peut étre utile en cas de maux de dents. Elle est a utiliser en bain de bouche, en gardant le
liquide le plus longtemps possible sur la dent malade. [20]

L'efficacité des préparations a base de plantes chez les sujets atteints de gingivite,
maladie parodontale tres répandue résultant d'une infection microbienne et d'une
inflammation subséquente, a été rapportée dans certaines études. L'objectif de cette étude est
d'évaluer I'efficacité d'un bain de bouche contenant des extraits hydroalcooliques de Zingiber
officinale, Rosmarinus officinalis et Calendula officinalis (5% v/p) comparativement aux
bains de bouche a la chlorhexidine et au placebo chez les sujets atteints de gingivite. Des
améliorations significatives au niveau de toutes les mesures d'efficacité évaluées ont été
constatées dans les groupes "de bains de bouche a base de plusieurs plantes” et
"chlorhexidine".

Cependant, les mesures sont restées statistiguement inchangées dans le groupe
placebo. Le bain de bouche a base de plantes est sir et aucune réaction défavorable, ni aucun
abandon n'ont été rapportés au cours de I'étude. Le bain de bouche contenant des extraits
hydroalcooliques de Z. officinalis, R. officinalis et C. officinalis (5%) est efficace dans le
traitement de la gingivite et son efficacité est comparable a celle du bain de bouche
chlorhexidine. [23]

4. Usage dans les pathologies rhumatismales
La feuille de Romarin est utilisée, par voie externe, sous forme d'huile, de pommade,
de liniment, comme additif de bain, en tant que traitement complémentaire des pathologies

rhumatismales. Pour utiliser le Romarin dans le bain, 50 g de feuilles sont mélangés a 1L
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d'eau, faire bouillir puis couvrir et laisser reposer 15 a 30 minutes ; ajouter au bain apres
filtration. [17] Afin de diminuer la sensation de douleur, l'infusion des feuilles de Romarin
peut étre prise. [21]

La teinture de Romarin peut également étre utilisée en frictions. [20]

Les patients souffrant de pathologies inflammatoires auto-immunes, d'arthrose ou de
polyarthrite rhumatoide nécessitent un traitement a long terme pour gérer leur douleur. Les
AINS, y compris les coxibs, n'étant pas sans effets secondaires, la recherche s'est tournée vers
d'autres alternatives. Une préparation anti-inflammatoire consistant en une combinaison
d'acides rho iso-alpha du houblon, d'extrait de Romarin et d'acide oléanolique, le NG440, a
été testée dans une étude de Minich et al.. Chacun de ces ingrédients a montré une activité
inhibitrice des PGE2, in vitro. Le NG440 est sans danger pour les animaux (a des doses <250
mg/kg/jour, pendant 21 jours) et pour 'Homme. Le NG440 diminue de 50% la douleur chez
les patients arthrosiques. Il réduit les cotations de la douleur (mesurée par 'EVA (Echelle
Visuelle Analogique)) chez les patients souffrant d'un inconfort articulaire (essai
multicentrique). NG440 serait une alternative aux AINS sdre et efficace dans le traitement de
certaines affections ou les coxibs sont traditionnellement utilisés. [24]

Un autre essai d'observation ouvert de 8 semaines a étudié l'efficacité de Meta050 (une
association brevetée standardisée d'acides iso-alpha réduits du houblon, un extrait de Romarin
et lI'acide oléanolique) sur la douleur chez les patients souffrant de maladie rhumatismale. Les
patients souffrant d'arthrose, de polyarthrite rhumatoide et de fiboromyalgie ont recu 440 mg
de Meta050 trois fois par jour pendant 4 semaines, puis 880 mg deux fois par jour pendant les
4 semaines suivantes chez la majorité des patients. La douleur et les symptomes spécifiques a
I'état ont été évalués a l'aide d'une EVA, d'une échelle d'évaluation abrégée de I'impact de
l'arthrose (AIMS2) et du questionnaire sur l'impact de la fibromyalgie. Cinquante-quatre
sujets atteints de maladies rhumatismales ont terminé I'essai. Apres traitement, une diminution
statistiquement significative de la douleur de 50% et 40% a été observeée chez les sujets
arthritiques utilisant le VAS et AIMS2, respectivement. Une tendance a la baisse de la
protéine C-réactive, un marqueur de l'inflammation, a également été observée chez les sujets
qui présentaient une protéine C-réactive élevée. Aucun effet secondaire grave n'a été observé.
Ces observations suggérent que Meta050 a une dose de 440 mg trois fois par jour a un effet

bénéfique sur la douleur chez les sujets arthritiques. [25]

10 ]
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5. Usage dans l'addiction

Le syndrome de sevrage peut influencer la motivation du patient a participer a des
programmes de traitement de la toxicomanie. La prise en charge des symptomes peut
améliorer le taux de réussite de ces programmes. Cette étude évalue I'efficacité d'un produit a
base de plantes comme thérapie complémentaire pour I'atténuation du syndrome de sevrage
dans l'abus d'opium.

Les patients du groupe de cas (méthadone + poudre de feuilles séchées de Romarin)
ont présentés un syndrome de sevrage moins sévere que ceux du groupe témoin (méthadone +
placebo) ; principalement au niveau de la douleur osseuse, la transpiration et I'insomnie. Cette
étude a montré que le Romarin peut étre utilisé comme médicament complémentaire
facultatif pour le traitement du syndrome de sevrage pendant les programmes de traitement de

la dépendance a I'opium et éventuellement la dépendance a d'autres opioides. [26]

6. Usage en tant que stimulant

Cérebral : le Romarin améliore la mémoire et la concentration en stimulant la
circulation cérébrale. 1l soulage les migraines (en infusion, 1 cuillére a café par tasse, 4 fois
par jour) ainsi que les céphalées (en infusion, 2 g par tasse, toutes les 3h). L'infusion
frictionnée sur le cuir chevelu stimule son irrigation ce qui favorise la
pousse des cheveux. [27]

Exemple de mélange stimulant la mémoire : en saison de production, mélanger 20 g de
feuilles de Romarin, 10 g de Mélisse et 10 g de Basilic (plantes fraiches) dans un litre d'eau
pure pour en faire une décoction rapide a feu doux. Une demi-dose (plantes seches) sera
utilisée en infusion en hiver. Quatre tasses par jour au minimum seront a consommer froid ou
chaud, entre les repas. La décoction peut se conserver 48H au réfrigérateur. Ce mélange de
plantes favorise la circulation cérébrale, diminue la tension des muscles striés, favorisant la
concentration et la mémoire ; calme le systeme nerveux et favorise la digestion. [18]

Le Romarin est une plante qui réechauffe : il aide a combattre les refroidissements et leurs
conséquences (sinusites, rhumes, céphalées). Dans ce cas, la prise d'un ou deux verres par jour
de vin chaud a base de Romarin est préconisée (mettre une cuillére a soupe de feuilles séches
ou 2 brins frais de Romarin dans un quart de litre de vin rouge corsé porté a ébullition ; faire
frémir 5 minutes puis laisser infuser 5 minutes avant de le passer). Afin de fortifier la
mémoire, la prise d'un ou deux verres de vin médicinal a base de vin blanc (cf. VI.1.1.1.) est

recommandée. [19]

11
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Psychique : le Romarin a des propriétés stimulantes et légérement antidépressives ce qui
explique qu'il soit apprécié par les personnes fatiguées et surmenées. [27]

7. Usage dans I'insuffisance circulatoire

Le Romarin est utilisé en usage externe pour ses propriétés hypertensives dans les
évanouissements liés a une insuffisance circulatoire, chez les personnes anémiées, fatiguées
ou hypotendues de fagon chronique. [21]Les feuilles de Romarin (50 g sous 1L d'eau versé
dans le bain) utilisées dans le bain améliorent la circulation et la fluidité sanguine. Elles
servent donc dans les troubles circulatoires, en usage externe. [28] Elles peuvent également

étre utilisées sous forme de pommades, huiles ou liniments. [17]

8. Usage comme fortifiant/tonique

Dans les états de stress prolongé ou de maladies chroniques, le Romarin accélére la
convalescence (2 ml de teinture avec de l'eau, 2 fois par jour). Il est trés efficace dans le
traitement de l'asthénie et stimule les glandes surrénales. Le Romarin est un tonifiant du
systéme cardiaque ainsi que du corps dans son ensemble, il est donc utile aux personnes
anémiées et convalescentes. [21] Le Romarin, consommeé par voie orale a raison de deux ou
trois verres par jour, est trés tonique que ce soit en infusion (20 a 30 g de sommites fleuries
par litre d'eau bouillante) ou en vin obtenu par macération de 30 a 60 g de sommités fleuries

par litre de bon vin, pendant 3 jours. [20]

9. Usage comme antioxydant
Les flavonoides et les diterpénes du Romarin lui conferent des propriétés antioxydants

ce qui lui permet de réduire I'action des radicaux libres. [20]

Le diabéte de type 1 est un trouble endocrinien majeur, affectant environ 5% de la
population mondiale. 1l ne conduit pas seulement a I'hyperglycémie, mais provoque
également de nombreuses complications, et de nombreuses études ont démontré que le stress

oxydatif contribue a ces complications.

Dans ce contexte, I'utilisation des antioxydants naturels, encore plus a long terme, a
suscité un grand intérét. Parmi eux, Rosmarinus officinalis est I'une des especes avec l'activité

antioxydant la plus élevée.

L'objectif était d'évaluer I'effet d'un additif spécial contenant de I'extrait de Romarin,

de la vitamine E et des acides gras polyinsaturés ajoutés dans la viande au sein d'une

12
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alimentation standard. Les résultats ont montré des différences claires entre les enfants
diabétiques (type 1) traités et non traités et certains des métabolites associés ont pu étre
identifiés. Néanmoins, c'est un point de départ encourageant pour appliquer d'autres
technologies avec des capacités d'élucidation plus élevées. [29]

10. Usage comme photoprotecteur
Le rayonnement ultraviolet absorbé par I'épiderme est la principale cause de divers
troubles cutanés, y compris le photovieillissement et les cancers de la peau.

Bien que les écrans solaires topiques puissent offrir une protection appropriée de la
peau, les compléments alimentaires a base de végétaux peuvent contribuer de maniére

significative a la protection de la santé de la peau tout au long de la vie.

Une combinaison d'extraits de bioflavonoides de Romarin et d'agrumes a éte utilisee
pour inhiber les effets nocifs des rayons UV sur les kératinocytes humains et chez des
volontaires humains aprés administration orale. La survie des kératinocytes apres exposition
au rayonnement UVB était plus élevée dans les tests utilisant la combinaison d'extraits que
dans ceux réalisés avec des extraits appliqués séparément. Ce qui indiquerait un effet

synergique.

La consommation quotidienne orale de 250 mg de la combinaison par des volontaires
humains a conduit a une augmentation significative de la dose minimale érythémateuse apres
huit semaines (34%). Une protection plus forte a été obtenue apres 12 semaines (56%).

La combinaison de flavonoides d'agrumes et de polyphénols et de diterpenes de Romarin

peut donc étre considérée comme valable pour la photo protection par voie orale. [30]

11. Usage divers
Le Romarin en combustion dégage une fumée qui rend plus joyeux, désinfecte l'air

ambiant et stimule la mémoire (c'est le cas de toutes les formes de Romarin). [18]

Les feuilles de Romarin, en compresses, sont traditionnellement utilisées afin de
traiter I'eczéma et plus généralement comme insecticide. [17] Afin de soulager les femmes de
leurs pertes blanches, les feuilles et fleurs de Romarin peuvent étre prises régulieérement en
tisane. [19]

La plante fraiche utilisée en décoction et le vinaigre de Romarin soulagent la toux liée

a une grippe, les maux de téte ainsi que les crampes menstruelles. Ces deux derniers et les
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sciatiques peuvent étre soulagés par I'huile de Romarin (feuilles macérées dans I'huile d'olive)
appliquée en friction.

Le vinaigre médicinal, plus pénétrant, est plus efficace sur les douleurs aigués mais

I'huile agit plus longtemps en restant plus longuement a la surface. [18]

» En Industrie cosmétique et parfumerie

Au XIVe siécle l'essence de Romarin servait a la préparation de la tres célebre eau de
Cologne de la reine de Hongrie. Aujourd'hui elle rentre dans la composition des produits de
beauté, de savonnerie, détergents, cremes et la plupart des eaux de Cologne : le taux
dutilisation maximum est rapporté a 1% dans la derniere catégorie [31].

L'essence est obtenue par la distillation des branches, elle contient notamment du
bornéol, du cinéol (ou eucalyptol), du camphene et du pinene. Le romarin entre dans la
composition de parfums surtout masculins, hespéridés aromatiques (eaux de Cologne), boisés

et fougeres [32].

Le romarin contient de tres bonnes quantités de vitamine A. la vitamine A est connue
pour avoir des propriétés antioxydantes. Elle est également nécessaire pour maintenir les
mugueuses et la peau en bonne santé. Les feuilles de romarin fraiches sont une bonne source
de vitamine C. [33]

» En Industrie agro-alimentaire

Les extraits végétaux de romarin présentent un pouvoir antioxydant important et
peuvent étre appliqués a la conservation des aliments et des huiles lipidiques [31]. [34] ces

propriétés sont dues aux acides polypliénoliques (rosmarinique, caféique) [34]; [35].

Les deux, I'épice et I'huile sont largement utilisés en alimentation, I'épice est utilisé
dans les boissons alcoolisées, les aliments cuits, viande et produits de viande, condiment et
assaisonnement, les aliments industriels, casse-crodte, sauces et autres, avec le niveau
maximum utilisé est d'environ 0.41% (4.098 ppm) dans les aliments cuits. L'huile est utilisée
dans les boissons alcoolisées et non, les desserts glacés, confiseries, aliments cuits, gélatines
et pouding, viande et produits de viande, condiments et assaisonnement, entre autres, avec le

niveau maximum utilisé est d'environ 0.003 % (26.2 ppm) [31].
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Il est également une trés bonne source de fer, de calcium et de vitamine B6. Il est
généralement préparé a partir de la plante entiére séchée ou a partir d'extraits en poudre,

tandis que les infusions sont préparées a partir de feuilles fraiches ou séchées. [33]

VIII.  Les activités biologiques

1. Activité antibactérienne :

Plusieurs auteurs ont rapporté que certains composes présents dans les extraits du
romarin possedent des propriétés antibactériennes [36] .Les effets des extraits aqueux et
meéthanoliques du romarin, sur la croissance du Streptococcus sobrinus et sur I’activité
extracellulaire de I’enzyme glucosyltransférase ont été étudiés par [37]. Les résultats ont
suggeré que les extraits du romarin peuvent empécher les lésions de la carie en inhibant la
croissance du Streptococcus sobrinus et peuvent aussi éliminer la plagque dentaire par la

suppression de l'activité de la glucosyltransférase.

Afin de chercher des nouveaux antiseptiques et des agents antimicrobiens, une autre
étude a été élaborée pour examiner les effets antimicrobiens des extraits et des composés
isolés de certaines plantes, sur I’ensemble de 29 bactéries et levures avec pertinence

dermatologique.

L’extrait obtenu par le dioxyde de carbone (CO2) supercritique du romarin, a présenté
un large spectre antimicrobien. La croissance de 28 sur 29 germes a été empéchée par cet
extrait. L’examination du Carnosol, acide carnosique, acide ursolique, a montré que seule
’acide carnosique a une activité antibactérienne [38] [39] ont testé I’activité antimicrobienne
des huiles essentielles et des extraits méthanoliques du romarin, rassemblé de trois différentes
régions et pendant quatre intervalles de I'année. Leurs résultats ont indiqué que les bactéries
testées étaient sensibles aux huiles essentielles, partiellement aux extraits méthanoliques et
que Dactivité antimicrobienne des huiles essentielles différent selon les variations régionales

et saisonniéres.

Les 2 souches de la levure Saccharomyces et la bactérie Escherichia coli se sont
montrées sensibles vis-a-vis 1’huile essentielle du romarin, tandis que la bactérie
Staphylococcus epidermis est résistante. L’huile a empéché également la réplication du

plasmide métabolique (F'lac) d’Escherichia coli [40].
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Une autre étude a révélée que les quatre souches d’Escherichia coli O157:H7 sont
sensibles a la totalité des huiles essentielles testées. L’activité d’huile essentielle du romarin
était appréciable [41].Les 3 extraits commerciaux du romarin étaient actifs contre onze
bactéries portées par les aliments [42]. Le vibrio parahaemolyticus porté par les fruits de mer
infectés est inhibé par la suspension du romarin a 30 C° [43].

La germination et la multiplication des cellules végétatives des spores bactériennes de
Clostridium botulinum 62A et Bacillus cereus T est empéchée par I’ensemble des huiles

essentielles testées, y compris celle du romarin. [44]

Les résultats d’Abutbul viennent suggérer I'utilisation du romarin comme traitement
contre les maladies causees par le Streptocoque iniae, la bactérie qui cause des pertes

économiques significatives dans l'industrie d'aquaculture dans le monde entier. [45]

2. Activité antifongique :

La biosyntheése de I’aflatoxine a été inhibée totalement par I’huile essentielle du
romarin, a une concentration de 450 ppm. Selon les auteurs les résultats indiquent le potentiel

de cette huile essentielle en tant que préservatif naturel contre I’Aspergillus parasiticus. [46]

En utilisant la technique standard de diffusion sur gélose [47] ont évalué l'activité
biologique de 11 huiles essentielles y compris celle du romarin, les résultats ont montré que la
plupart de ces huiles ont une activité inhibitrice modérée contre les cing levures (Candida
albicans, Rhodotorula glutinis, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae,

Yarrowia lypolitica) examinees.

3. Activité antivirale :

L’¢évaluation de I’activité antivirale de 1’extrait commercial du romarin, a indiqué
qu’il ya une inhibition de I’infection par le virus de I'immunodéficience humaine (HIV) aux
concentrations tres basses, qui ont étaient également cytotoxiques. Cependant, le carnosol

a montré une activité anti-HIV a une concentration de 8uM qui n'était pas cytotoxique. [48]

4. Activité ovicide :

L’huile essentielle du romarin s’est avérée un agent ovicide contre trois especes de
moustique (Anopheles stephensi, Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus). [49] De méme

Gillij et al., ont trouvé que cette huile présente une activité répulsive contre le moustique
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Aedes aegypti [50]. Dans le cadre de la protection des produits stockés Papachristos et
Stamopoulos (2002), (2004) ont trouvé que les ceufs, les larves et les pupes
d’Acanthoscelides obtectus sont sensibles aux vapeurs des huiles essentielles du romarin.
[51] ; [52].

5. Activité anti-oxydante :

L'activité anti-oxydante du romarin est connue depuis environ 30 années. [53] En
raison de ses propriétés anti-oxydantes, le romarin est largement accepté en tant qu'une des

épices qui a I’activité anti-oxydante la plus élevée. [54]

22 volontaires ont inhalé ’arome des huiles essentielles de la lavande et du romarin
Pendant 5 minutes, par la suite les salives ont été rassemblées pour mesurer I’activité
antiradicalaire salivaire en utilisant le test au DPPH, ainsi que les variations dans les taux des
substances actifs salivaires (cortisol, immunoglobuline A sécrétoire (IgAs), et a-amylase). Les
valeurs de D’activité anti-radicalaire salivaire ont été augmentées, tandis que les taux du
cortisol se sont diminués et aucun changement crucial n'a été¢ noté pour les IgAs et 1’a-
amylase. Les résultats ont montré une corrélation inverse significative entre les valeurs de
I’activité anti-radicalaire et les taux de cortisol pour chaque concentration de stimulation du

romarin. [55]

Dans une autre étude les propriétés anti-oxydantes et anti-radicalaires de 11 huiles
essentielles, ont été examinées au moyen du test de blanchissement du B—carotene, le test au
DPPH et I’analyse photochimioluminescence (PCL). Les résultats ont montré que I’huile
essentielle du romarin était parmi les huiles qui ont une activité importante. [47]

La comparaison in vitro de I’activité anti-oxydante d’huile essentielle du romarin avec
celles de ses principaux composants (1,8-cinéole, a- pinéne et - pinéne) au moyen de ’essai
au DPPH et I’essai de blanchissement du B— caroténe, a montré que I’huile essentielle était

plus active que ses composants dans les deux modeles d’essai. [54]

Sur la base des observations Gladine et ses collaborateurs ont conclue que les
extraits des plantes riches en polyphénols choisis pour I’expérience, en particulier le
romarin pourraient étre des nouvelles sources d'antioxydants chez les animaux rendus
extrémement sensibles a la lipoperoxydation, par le biais d’un régime alimentaire riche en
acides gras n-3 polyinsaturés et qu'aucune corrélation entre la capacité anti-oxydante in vitro

et in vivo de ces extraits. [56]
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Divers modeles d’essai expérimentaux ont été employé pour la caractérisation des
propriétés anti-oxydantes des extraits aqueux, de quatre herbes appartenant a la famille de
Lamiacée : Origanum vulgaris, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis et Thymus
vulgaris.Les extraits ont montré des degrés variables d'activité dans tous les essais utilises.
[57]

Plusieurs auteurs ont étudié I'utilisation des extraits du romarin comme antioxydants
pour conserver les produits a base de viande : (Nassu et al., 2003) ; (Balentine et al., 2006)
:(Fernandez-Lopez et al., 2005) ; (Sebranek et al., 2005) et les huiles végétales: (Nogala-
Kalucka et al., 2005) ; (Samotyja et al., 2007). Les résultats obtenus font toujours 1’objet de
I’intéressante activité anti-oxydante de cette plante. [53]; [42]; [58]; [59] ; [60] ; [61].

6. Effet anti-carcinogene :

Grace a certains composants (carnosol, rosmaridiphénol, rosmanol et I’acide

rosmarinique), le romarin est considéré comme une thérapie contre le cancer. [62]

L’étude élaborée par (Singletary, 1996 a) a démontré que 1’extrait commercial du
romarin et le carnosol sont des inhibiteurs des tumeurs mammaires, provoquées par le
dimethylbenz(a)anthracéne (DMBA) chez les rats. [63]

Slamenova et al., (2002) ont mentionné que 1’exposition des cellules traitées par deux
types d’oxydants (le bleu de M¢éthyléne excité par la lumiére visible, et le peroxyde
d’hydrogene (H202)), aux différentes concentrations de 1'extrait ethanolique du romarin dilué
dans le milieu de culture, a comme résultat une réduction de l'activité génotoxique de ces
oxydants. [64]

De méme I’effet anti-carcinogéne été étudié par Visanji et ses collaborateurs (2006).
Ces auteurs ont constaté que le traitement des cellules de Caco-2 (des cellules issues d’un
cancer du colon), par le carnosol et l'acide carnosique a empéché I’incorporation de la
thymidine-H3 d’une maniére dépendante de la dose. Cet effet a été associé par ’accumulation

des cellules traitées dans la phase G2 / M du cycle cellulaire. [65]

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

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

18|



ETUDE

BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE I : La plante Rosmarinus officinalis L.

7. Effet anti-acétylcholinestérase :

Des extraits aqueux et méthanoliques de 11 plantes utilisés dans la médecine
traditionnelle Danoise pour lI'amélioration de la mémoire, ont été examinés pour évaluer leur
activité inhibitrice d'acétylcholinestérase en utilisant la méthode colorimétrique d'Ellman.
L’extrait méthanolique du romarin a montré une inhibition modérée (17 %) de I'enzyme a une
concentration de 0.1 mg/ml. [66]

L’activité anti-radicalaire, anti-oxydante et anti-acétylcholinestérase des huiles
essentielles, des extraits d'éthanol et de 1’eau bouillante de cing plantes aromatiques sont
évaluées. Toutes les plantes ont montré une activité anti-acétylcholinestérase modérée el la
meilleure activité inhibitrice a été montrée par I'huile essentielle du romarin. [67]

L’huile essentielle, les extraits de : I'éther de pétrole ; acétate d’éthyle ; chloroforme ;
méthanol du romarin et I’acide rosmarinique ont été examinés in vitro a des concentrations de
0.2, 0.5, et 1 mg/ml pour évaluer leurs activités inhibitrices de l'acétylcholinestérase et la
butyrylcholinestérase. L’inhibition des deux enzymes ¢était non significative aux
concentrations 0.2 et 0.5 mg/ml. A la concentration 1 mg/ml la butyrylcholinestérase a été
inhibée respectivement par I’acide rosmarinique, 1’extrait méthanolique, 1’huile essentielle et
I’extrait d’éther de pétrole, tandis que l'acétylcholinestérase a été inhibée seulement par 1'huile

essentielle du romarin. [68]

8. Effet anti -hyperglycémiant :

Les observations aprés I’administration orale de différentes doses de I'extrait
ethanolique du romarin, a 3 groupes de lapins (lapins ayant une glycémie normale, lapins
ayant une hyperglycémie provoquée par ’administration orale du glucose, lapins diabétiques
d’alloxane) ont clairement montré que cet extrait exerce une activité hypoglycémiante et anti-

hyperglycémiante remarquable a une dose de 200 mg /kg. [69]

9. Effet anti-hépatotoxique :

De nombreuses études ont été réalisées pour étudier I’effet anti-hépatotoxique du
romarin. Le travail de Sotelo-Félix et al., (2002) a été concentré pour 1’évaluation de
I’efficacit¢é de I’extrait méthanolique du romarin pour normaliser certains parametres
histologiques et biochimiques du foie, aprés I’ingestion d’un hépatotoxine le tétrachlorure de

carbone (CCl4). Les résultats ont indiqué que cet extrait a empéché la peroxydation lipidique,
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I’inflammation, la nécrose, normalisé les taux de la bilirubine, le glycogéne et I’activité de
’alanine aminotransférase et enfin il a augmenté I’activité du glutathion S-transférase (GST).
[70]

De méme, I’hépatotoxicité¢ induite par 1'Azathioprine (AZA) chez les rats, a été
¢valuée en surveillant la fonction du foie apreés I’administration orale des extraits aqueux de 3
plantes (Hibiscus sabdariffa, Rosmarinus officinalis et Salvia officinalis).

Les résultats ont montré une réduction des taux de 1’alanine aminotransférase, de
I’aspartate aminotransférase, du malonialdehyde et la disparition de I’effet inhibiteur d'AZA
sur les activités de la catalase (CAT), du glutathion (GSH) et du superoxyde dismutase
(SOD). [71]

Des souris sont soumises a des rayonnements (y) pour eétudier [Ieffet
radioprotectecteur de l'extrait aqueux du romarin. Chez le groupe expérimental ils ont
constaté une diminution de la peroxydation des lipides, accompagné d'une augmentation de la
concentration de I’GSH et que les variations des parameétres biochimiques (taux du glycogéne,
des protéines, de la phosphatase acide et alcaline, du Cholestérol) ont eétaient peu
significatives. Certaines valeurs ont regagnées presque la normale vers le 30eme jour, tandis
que chez le groupe témoin les valeurs normales n’ont été jamais atteintes. [72]

Les résultats de 1’étude élaborée par (Singletary, 1996b), a montré le potentiel de
I'extrait diététique du romarin et du carnosol de stimuler in vivo les activités des enzymes du
foie, la quinone réductase(QR) et le GST. [73]

10. Autres effets :

Les effets anti-nociceptifs de I'extrait ethanolique des piéces aériennes du romarin, ont
été étudiés par Gonzalez-Trujano et al., (2007) en employant différents modeles
expérimentaux de la douleur. La comparaison des résultats obtenus avec ceux du tramadol et
de I’acide acétylsalicylique a montré que, les extraits possédent une activité anti-nociceptive
et anti-inflammatoire trés importante, ce qui renforce ’utilisation médicinale traditionnelle de
cette plante. L'extrait hydro-ethanolique du romarin a diminué les lésions ulcératives produit

par, I'indométhacine, I'éthanol et la réserpine chez les rats. [74]; [75]

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

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

et CI"), a une dose de 8%. [76]

20 |



ETUDE

BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE Il : Les composés phénoliques

1) Généralités

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. Ils peuvent étre
définis comme des molécules indirectement essenticlles a la vie des plantes (d’ou la
dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux métabolites primaires qui
alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels dans I'interaction
de la plante avec son environnement. Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou
de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. [77] La
structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides
phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés).
[78] Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées. [77]

Les composes phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec
son environnement en jouant soit le réle des signaux de reconnaissance entre les plantes
(Allélopathie), entre les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux
diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogénes. lls participent de maniére tres
efficace a la tolérance des végétaux a des stress variés, donc ces composés jouent un réle

essentiel dans 1'équilibre et I’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel. [78]

D'un point de vue applique, ces molécules constituent la base des principes actifs que
I'on trouve chez les plantes médicinales, alliées a leur difficulté de production. Chez I'homme,
ces molécules traces jouent un rdle important en agissant directement sur la qualité
nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des consommateurs (effet

antioxydant, effet protecteur contre I'apparition de certains cancers...). [78]

2) Définition des composés phénoliques

Les polyphénols (8000 composes connus) représentent un groupe de métabolites
secondaires complexes, exclusivement synthétisés dans le régne végétal. Les composés
phénoliques sont des dérivés aromatiques non azotés dont les cycles aromatiques sont issus du
métabolisme de ’acide shikimique ou de celui d’un polyacétate .Les composés phénoliques

sont divisés en plusieurs groupes. [79]
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3) Classification

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupes hydroxyle, en plus

d'autres constituants. [80]

OH

HO [

OH

Figure 4: Structure de base des composés phénoliques

A- Les acides phénoliques

Les acides phénols, ou acides phénoliques, sont rares dans la nature. Ce sont des
composes organiques possedant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle
phénolique. lls présentent des propriétés biologiques intéressantes : anti-inflammatoires,
antiseptiques urinaire, antiradicalaires, hépatoprotecteurs, immunostimulants. [81]

IIs se divisent en deux classes : les dérivés de l'acide benzoique (les acides
hydroxycinnamiques) et les dérivés de I'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques).
[82]

a- Les acides hydroxybenzoiques :

La teneur en acides hydroxybenzoiques dans les plantes est trés faible, sauf exception
de certains fruits rouges, radis noirs et oignons qui peuvent contenir jusqu’a plusieurs dizaines
de milligrammes par kilogrammes de poids frais [83], les acides hydroxybenzoiques sont

souvent des composants de structures complexe comme les tanins.

b- Les acides hydroxycinnamiques :

Les acides hydroxycinnamiques sont plus communs que les acides hydroxybenzoiques et
sont constitués principalement des acides p-coumarique, caféique, férulique et sinapique.
L’acide férulique est 1’acide phénolique le plus abondant dans les céréales, notamment dans

I’orge ou il est présent sous forme Trans et li¢e. [85]
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Figure 5: Structure des acides phénoliques

B- Les flavonoides

L’expression flavonoide a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour
désigner les pigments ayant un squelette (C6-C3-C6), provenant du mot latin flavus qui
signifie jaune.[86] Les flavonoides sont responsables de la couleur variée des fleurs et des
fruits, sont presents en concentrations élevées dans I'epiderme des feuilles et représentent une

source importante d'antioxydants dans notre alimentation. [87]

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de dégréee
d'’hydroxylation et de degré de polymerisation, des substitutions et des conjugaisons sur le
cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 3-O et la fonction 4-o0xo.
[88]

Structure : Tous les flavonoides possédent la méme structure de base (C6-C3-C6),
ils contiennent quinze atomes de carbone dans leur structure de base : deux cycles
aromatiques A et B a six atomes de carbones (figure 6) liés avec une unité de trois atomes de
carbone qui peut ou non étre une partie

d'un troisiéme cycle C. [89]

Figure 6: Structure de base des flavonoides.
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C- Les coumarines

Les coumarines sont des composés phénoliques végétaux, portant un noyau
benzopyrone dans leur structure, elles sont présentes en quantités plus faibles dans plusieurs
plantes comme le mélilot, la sauge sclarée et lavande. On la trouve aussi dans le miel, le thé
vert, etc... [90]

O

Q
Figure 7: Structure de coumarine.

D- les Tanins
Les tannins sont des substances polyphénoliques de structure variées, ayant en
commun la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances

ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.

Tres répandus dans le regne végétal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on
note une accumulation plus particulierement dans les tissus agés ou d’origine pathologique.

Ils sont localisés dans les vacuoles quelquefois combinés aux protéines et aux alcaloides. [91]

Structure : Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins

hydrolysables et tanins condensés. [92]

a- Tanins hydrolysables : Sont des hétéro polymeres (figure 8) possédant un noyau central
constitué d'un polyol, il s'agit souvent d'un D-glucose ; comme leur nom l'indique, ces
substances s'hydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou sous l'action d'enzymes

(telle que la tannase), pour donner des glucides et des acides phénoliques. [93]

24



ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE Il : Les composés phénoliques

Figure 8: Structure des tanins hydrolysables.

b- Tanins condensés : les tanins
condensés ou proanthocyanidines sont des polymeéres d’unités flavanniques, le plus souvent
liees entre elles par des liaisons C4-C8.

Les précurseurs sont des flavan-3ols (catéchine et épicatéchine) et flavan-3,4 diols.
Cette classe de tanins est la plus représentée dans le monde végétal, aussi bien chez les

Angiospermes que les Gymnospermes. [94]

HO
Figure 9 : Structure des tanins condensés

E- Les lignines
D’un point de vue chimique on peut définir la lignine comme un polymére
tridimensionnel formés a partir de trois unités monomeres phénoliques qui sont : 1’alcool

coniférylique, I’alcool sinapylique et 1’alcool p-coumarylique.

Structure : Une des structures admises actuellement est celle proposée par Adler en
1977 (figure 10) [95]
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Figure 10: Structure de la lignine.

4) Activités biologiques

Les recherches récentes sur les polyphénols en genérale et les flavonoides en

particulier sont tres poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques. Ils sont

doués d’activité antiallergique, anti-inflammatoire, hépato-protective, antimicrobienne,

antivirale, antibactérienne, anti-carcinogénique, antimutageénes, anti-thrombotique, cardio-

protective et, [96]; [97]

et notamment une activité antioxydante importante par la

neutralisation et le piégeage des radicaux libres.

Tableau I.1: Activités biologiques de quelques composés phénoliques

Composeés phénoliques Activite biologique
Acides Phénols Antifongique, anti-oxydante, antibactérienne.
. Effet stabilisant sur le collagéne. antioxydant, anti-
Tanins . » . .
diarrhéique, effet antiseptique, effet vasoconstricteur.
Anti-tumorale, anti-carcinogene, anti-inflammatoire,
Flavonoides anti-oxydante, antiallergique, antiulcéreuse, antivirale,
antimicrobienne, hypotenseur, diurétigue.
. Anticoagulante, anti-oxydante, protectrice vasculaire
Coumarines o
et anticedémateuse.
Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, antioxydants.
Proauthocvanidiues Effets stabilisants sur le collagene, antioxydants, anti-
tumoraux, antifongiques et anti-inflammatoires.
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Tannins galliques et

catéchiques Anti-oxydantes

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques.

5) Role et intérét des composés phénoliques :

5. 1 R6les des composés phénoliques pour la plante
Les composés phénoliques interviennent dans un grand nombre de processus
physiologiques chez la plante et dans les interactions avec leur environnement, leur structure
leur conférant des fonctions tres spécifiques. Par exemple la lignine est un composant
essentiel des plantes qui permet leur maintien et la conduction de 1’eau.

Les composés phénoliques contribuent également a la croissance et au développement de
la plante par des actions diverses et variées. Ils interviennent par exemple dans le
métabolisme et le transport de 1’auxine et dans celui de 1’éthyléne.

Les flavonoides conditionnent méme la formation des grains de pollen chez le pétunia. Par
ailleurs les composés phénoliques peuvent avoir un réle de signal, des flavonoides permettent
par exemple la mise en place de la symbiose entre des Fabacées et des bactéries, ce qui
permet a ces plantes de fixer directement 1’azote atmosphérique. Ces composé€s interviennent
¢galement dans les interactions entre les plantes supérieures via des processus d’allélopathie
(moyen de défense qu'une plante exerce contre une autre, par la production d'une molécule
chimique. La molécule, libérée dans le sol, dans I'air ou dans I'eau, peut notamment tuer la
plante concurrente «réceptrice», en empéchant sa germination ou ralentir sa croissance). Ils
sont responsables de la coloration des fleurs. Chez le pétunia plus de 40 dérivées

anthocyaniques ont été identifiés pour former la couleur violette. [98]

De plus les flavonoides ont un role de filtre contre le rayonnement UV, ce qui
explique leur Localisation dans les tissus externes. Enfin les flavonoides comme les dérivees
hydroxycinnamiques jouent un rdle important dans la résistance des plantes aux stress
environnementaux. Lors de blessures ou d’attaques de pathogenes fongiques et bactériens, la
synthese de composés phénoliques est stimulée ou induite. Ces molécules, des phytoalexines,
peuvent alors jouer un réle de défense. La nature des composés synthétisés est caractéristique
de I’espéce végétale, le pois produit par exemple de la pisantine (isoflavonoide), le persil du
psoraléne (furanocoumarine).Issus du métabolisme secondaire des plantes, c’est-a-dire des

composés qui sont synthétisés en dehors des voies métaboliques primordiales qui assurent
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sont autosuffisance et donc sa survie. Les polyphénols ne sont donc pas synthétisés en priorité
et leurs effets sont trés complexes sur I'environnement de la plante. En effet, ces composés

sont un moyen de lutte contre d'éventuels prédateurs ou compétiteurs. [98]

5.2 Les composés phénoliques et la santé humaine
La consommation d’aliments riches en polyphénols réduit le développement de

nombreuses pathologies, telles que le cancer, I’ischémie cardiaque, I’athérosclérose et
I’hypertension Cela peut-étre expliqué par le fait que ces composés ont la capacité de modifier
de nombreux facteurs impliqués dans la genése de ces maladies. [99]

Ces composés montrent des activités anticancéreuses, antivirales, antibactériennes,
[100] Antiallergique, antiathérogene, antioxydant, anti-inflammatoire, anti-thrombotiques,

cardioprotecteur et les effets vasodilatateurs. [101]

Leurs propriétés sont lices au fait qu’ils peuvent moduler I’activité de nombreuses
proteines intracellulaires (les protéines kinases, les phospholipases, ’adénylate cyclase, les
ATPases, les cyclo-oxygenases (COX), les NOS ou le cytochrome P450) et agir sur différents
types cellulaires. [99]

6) Activité antioxydante des polyphénols
Les polyphénols occupent une grande place dans la recherche scientifique grace a
leurs propriétés antioxydantes efficaces, et leurs effets bénéfiques. Ces antioxydants naturels
ont la capacité d'améliorer la qualité et la stabilité des aliments et peuvent également agir
comme nutraceutiques de mettre fin a des réactions en chaine des radicaux libres dans les
systémes biologiques.
Les mécanismes d'action antioxydante des polyphénols peuvent comprendre la suppression
de la formation des ROS; le piégeage des ROS; et la surexpression ou la protection des

systémes de défenses antioxydantes. [103]
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Le stress oxydant
1. Définition
Le stress oxydant peut étre défini comme un déséquilibre entre les systemes
producteurs d’espéces radicalaires oxydantes et les systémes de défense antioxydants au profit
des premiers. Ceci implique la production d’espéces réactives de I’oxygene. [106]; [107].

Ce phénomene est associé a une libération massive de radicaux libres. [105]

2. Origine du stress

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques, car ils sont
utiles pour l'organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systéemes de défense. Dans les circonstances normales, la balance
antioxydants /pro oxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par deficit en
antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux, lI'exces de ces radicaux est

appelé «stress oxydant ». [105]

Electrons appariés
I_H

D o Electron
~— non-apparié

_

Electron

Antioxydant Radical libre

Figure 11: Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant.

3. Notion de radicaux libres

Un radical libre est une espece, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et il est comblé soit par I’acceptation d’un autre
électron soit par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Ces especes
radicalaires tres instables et trés réactives sont produites d’une maniére continue au sein de
notre organisme, dans le cadre de nombreux phénomenes biologiques. Par exemple, lors de la
respiration cellulaire, I’oxygeéne moléculaire se transforme en diverses substances oxygénées,
communément appelées radicaux libres de ['oxygéne ou espéces réactives oxygénées

(Reactive Oxygen Species: ROS).
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Dans certaines situations, cette production augmente fortement, entrainant un stress
oxydatif. Les rayons ultraviolets du soleil, d’autres radiations, la fumée de tabac et I’exercice
excessif sont également des facteurs qui augmentent considérablement la présence des
radicaux libres dans notre systéeme. [105]

En raison de leur capacité a endommager les cellules, les tissus et les organes, les
especes réactives de 1’oxygene sont impliquées dans un grand nombre de pathologies, tant

aigués que chroniques.

4. Conséquences du stress oxydant sur I'organisme

Le stress oxydant conduit a la production de molécules biologiques défaillantes voire
cancéreuses et a la surexpression de certains génes. De ce fait, il est a l'origine de tres
nombreuses maladies telles que la cataracte, la sclérose, le syndrome de détresse respiratoire
aigu, [108] Tl'cedéme pulmonaire ainsi que le vieillissement accéléré des tissus, [109] les
rhumatismes et les maladies cardiovasculaires. De plus, le stress oxydant entraine des
complications diabétiques au niveau macro ou micro-vasculaire ainsi qu'une augmentation de
la résistance a [linsuline. [110] Les EOR seraient impliquées dans les maladies
neurodégénératives, notamment la maladie d'Alzheimer [111]; [112] ou la mort neuronale
pourrait étre liece a un phénomeéne d'apoptose impliquant les radicaux libres. La maladie de
Parkinson serait quant a elle due a un dysfonctionnement mitochondrial et un défaut de
I'élimination des protéines oxydées. [113] Enfin, le stress oxydant joue un rdle non
négligeable dans la cancérogénese. En effet, les radicaux libres interviennent dans I'activation
des pro-carcinogenes en carcinogénes. Ces molécules carcinogénes créent des lésions de

I'ADN, amplifient les signaux de prolifération et inhibent des genes suppresseurs de tumeurs.

Les radicaux libres sont produits in vivo sous laction de plusieurs systemes
biochimiques, mais également sous l'influence d'autres facteurs endogénes, notamment le
stress intellectuel ou thermique. Des facteurs exogénes liés a I'environnement ou au mode de
vie sont également a l'origine d'une augmentation du stress oxydant dans I'organisme. Parmi
ces facteurs exogeénes, on peut citer : I'exposition prolongée au soleil, aux rayons y ou UV
[114]; [115], la pollution et les gaz atmosphériques, le contact avec des agents cancérogenes
(amiante), le tabagisme, la prise de médicaments, la pratique trop intensive ou mal gérée du
sport, la consommation excessive d'alcool, [116] une alimentation déséquilibrée (carences en

vitamines et oligo-éléments) ou encore les situations cliniques (chirurgie, transplantation).
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5. Définition d’un antioxydant :

On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible
concentration comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniere

significative 1’oxydation de ce substrat. [117]

6. Principaux antioxydants :

6.1 Les antioxydants endogéenes :
La production physiologique d’ERO, est régulée par des systemes de défense
composés d’enzymes (SOD, CAT, héme oxygeénase, peroxyrédoxine...), de molécules
antioxydantes de petite taille (glutathion, acide urique, bilirubine, ubiquinone, ...) et de

protéines (transferrine, ferritine, ...).

Enfin, un systéeme secondaire de défense composé¢ de phospholipases, d’ADN
endonucleases, de ligases et de macroxyprotéinases empéche 1’accumulation dans la cellule
de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe a 1’élimination de leurs fragments
toxiques. [118]

6.2 Les antioxydants exogenes :
Toutes ces défenses peuvent étre renforcées par des apports exogenes en :
> Medicaments:

Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes
thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
antihyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalués

pour leurs propriétés anti-oxydantes.

» Antioxydants naturels :

La vitamine C ou acide ascorbique : C’est un puissant réducteur. Il joue un réle

important dans la régénération de la vitamine E.

La vitamine E ou tocophérol : Prévient la peroxydation des lipides membranaires in

vivo en capturant les radicaux peroxyles.
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Le sélénium : Les effets bénéfiques de cet oligo-élément sur 1’organisme ne sont
connus que depuis un quart de siecle. Il neutralise les métaux toxiques (plomb, mercure). Il

aurait aussi une action préventive sur certains cancers.

Le R-carotene : Outre ’activité pro vitaminique A, posséde la capacité de capter

I’oxygene singulet.

Les flavonoides : Les relations structure-activités anti-oxydantes des flavonoides et
des composés phénoliques ont montré que ’activité anti-oxydante était déterminée par la

position et le degré d’hydroxylation.

Les tanins : Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques

produits au cours de la peroxydation.

Les coumarines : lls sont capables de prévenir la peroxydation des lipides

membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.

Les phénols : Les acides phénoliques, comme 1’acide rosmarinique, sont fortement

antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriéetes antivirales. [117]

7. Les antioxydants du Rosmarinus officinalis L.

Divers extraits d’herbes pouvant étre utilisées en tant qu’antioxydant naturel sont a
I’¢tude a I’heure actuelle. Parmi ces extraits naturels qui sont susceptibles d’étre utilisés
industriellement figurent les extraits des herbes de Lamiaceae qui contiennent des niveaux
élevés des antioxydants dietétiques [119]; [120] ; [121]; [122], et le pouvoir antioxydant in

vitro de ces herbes a été indiqué dans de nombreuses études [123] ; [124] ; [125].

Le romarin appartenant a cette famille, posséde une activité anti-oxydante
caractérisée par la capacité a inhiber les radicaux libres. [126] On dit que ses extraits sont trés
efficaces pour retarder ’oxydation des lipides et pour protéger les cellules vivantes des

dommages causés par le stress oxydatif [127]; [128].

L’usage traditionnel de romarin comme épice, ainsi que les propriétés anti-oxydantes
de ses feuilles ont poussé plusieurs groupes de recherche a étudier la composition de la plante

et les constituants responsables de cette activité :

* La premiére approche pour I'utilisation des plantes aromatiques comme antioxydant

est décrite par Chipault et al. en 1952.
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* En 1955, Rac et Ostric ont utilisé 1’extrait des feuilles du romarin comme

antioxydant naturel [129] ; [130].

« En 1966, Briscon et al., ont isolé le carnosol dans le romarin et ils ont attribuée

I’activité anti-oxydante a ce principe actif.

* Dans les années soixante et soixante-dix, la plus part des travaux dans cet axe sont

effectués par les chercheurs japonais, Siao et al., en 1976.

« Fin des années soixante et soixante-dix, Chang et al. proposent un systéeme
d’extraction des antioxydants naturels de romarin et de soja. Une revue compléte de ce sujet

est publiee en 1985 par Kramer.

» Dans les années quatre-vingt-dix, les recherches sont orientés vers [131] ; [132];
[133]; [129]:

> L’isolation de I’acide carnosique a partir du romarin et la syntheése des autres—
diterpenes phénoliques ;
> L’¢tude des différentes activités biologiques de cette fraction (diterpenes—

phénoliques) (in systéme vivo ou vitro).

Les extraits de romarin contiennent plusieurs composes dont les effets antioxydants
ont été montrés. Ces composés appartiennent essentiellement a la classe des acides

phénoliques, des flavonoides, des diterpénoides

et triterpenes [134]. Les propriétés anti-oxydantes des extraits du romarin sont
principalement dues a I’acide carnosique, a I’acide rosmarinique at au carnosol [129] Selon
Aruoma et al. (1992), ’activité anti-oxydante des extraits de romarin est due a plus de 90% a

I’acide carnosique et au carnosol.

Les diterpénes phénoliques et les acides phénoliques comptent parmi les anti-
oxydants hydrosolubles identifiés dans le romarin. [135] Ces composés se trouvent, en
grande partie, comme aglycones des hétérosides, c’est-a-dire, liés chimiquement aux groupes
hydroxyles des sucres, contenus dans la plante. [136] La liaison entre la partie glucidigque et la
partie aglycone se faisant par un atome d’oxygene, on dit que ces deux parties ont une liaison
O-glycosidique et qu’on est en présence d’un O-hétéroside. L’hydrolyse des hétérosides
redonne 1’ose et la partie aglycone. [137] Les hétérosides phénoliques n’ont pas d’activité

biologique, mais les aglycones libérés apres hydrolyse sont des puissants antioxydants. [138]
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L’industrie agroalimentaire a récemment découvert les puissantes propriétés anti-
oxydantes du romarin. La plante pourrait en effet remplacer le BHT et le BHA, les deux
antioxydants de synthése utilisés pour la conservation des aliments, mais qui ont
I’inconvénient des présenter un risque cancérogéne. En effet, dans notre travail du master,
[139] on a bien démontré que 1’extrait du romarin purifié par I’acétate d’éthyle présente une

activité anti-oxydante tres proche du BHT.

8. Méthodes de tests des antioxydants

De nombreuses méthodes ont été développées pour évaluer I'activité antioxydante des
extraits naturels. Ces méthodes différentes entre elles en termes de mécanismes de réaction,
substrat et antioxydant, états des réactions et la forme dont sont exprimes les résultats. Une
meilleure compréhension de ces méthodes contribue a Il'interprétation correcte des résultats.
[140] De nombreux facteurs entre en jeux, en effet, la méthode choisie est fortement liée aux
parametres réactionnels: le solvant, le temps de réaction et le pH, etc. [141]

La plupart des méthodes sont basées sur lutilisation de systémes générant des
radicaux trés variés. Ce sont principalement des méthodes dites "d'inhibition” dans lesquelles
une espece chimique capable de générer des radicaux libres est utilisée avec une substance
capable de détecter ces especes. L'échantillon dont on souhaite mesurer le pouvoir

antioxydant est capable d'inhiber la génération des radicaux.

Compte tenu de la complexité des processus d'oxydation, il n'existe pas de méthode
unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d'un échantillon. Les plus répandues
sont: Piégeage du radical superoxyde (0O2), Piegeage du peroxyde d'hydrogéne
(H202,scavenging activity), de l'acide hypochloreux (HOCI), de I'nydroxyle (OH), le test par
DPPH, le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), le test mesurant l'activité
antioxydante au moyen de caroténoides, piegeage du ABTS (2,2'-azynobis- [3-ethyl
benzothiazoline-6-sulfonic acid), la réduction de fer: FRAP (Ferric Reducing Ability of

Plasma), ....ect. Afin choisir la bonne méthode, il faut savoir ce que l'on va mesurer et évaluer.

» Test de reduction du radical 1,1-diphenyl 1-2-picrylhydrazyle (DPPH)

Le composé chimique  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle  (a,a-diphenyl-B-
picrylhydrazyl) fut l'un des premiers radicaux libres les plus stables d'une couleur violette
utilisé pour évaluer l'activité antioxydante. Par cette méthode on considere que l'activité

antioxydante n'est autre que la capacité des antioxydants d'agir comme piégeur des radicaux
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libres. lls agissent en transférant un atome d'hydrogene ce qui conduit a la disparition du
DPPH au cours de la réaction et a un changement de coloration dans in solution initiale. [142]

Ce test, largement utilisé, est rapide et facile a réaliser, il permet de comparer un
grand nombre de composes. De plus, contrairement aux autres tests, les conditions utilisees
(solvants organiques et faible température) évitent I'auto-oxydation des molécules testées. Les
résultats peuvent étre exprimés en pourcentage de réduction de DPPH, pour une concentration
en antioxydant donnée et en un temps donné. L'ECsg (concentration en antioxydant nécessaire
pour réduire de 50% la concentration initiale en DPPH) calculée pour chaque antioxydant

permet de les classer entre eux. Plus I'ECsg est petite, plus la molécule est antioxydante. [143]
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Matériels et méthodes
Notre travail a été réalisé au laboratoire de département des sciences biologiques du
I’Université « Ahmed Zabana » Relizane, Algérie.

Le protocole de notre expérience est schématisé dans la figure suivante :

=
=
]

Macération Evaporation

Filtration

) / extrait brut

Dosage des polyphénols W
J

1

Activité antioxydante J

Figure 12: Protocole de 1’étude expérimentale.
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1. Matériels
1. 1 Matériel végétal

Notre étude est portée sur une espece de plante de la famille des lamiacées (labiées)

qui est Rosmarinus officinalis L.

La partie aérienne de Rosmarinus officinalis a été récoltée au mois de janvier 2024
dans la région d’Ouarizane wilaya de Relizane, loin de tout impact de pollution. Apres la
récolte, la partie aérienne de la plante a été lavée a I’eau courante afin de les débarrasser des
poussiéres et autres particules. Puis la plante a été séchée a 'ombre dans un endroit sec et
aéré, afin de préserver au maximum 1’intégrité de leurs molécules pendant 1 mois. La plante

a subi un traitement préliminaire, le broyage et le tamisage.

Figure 13 : Feuilles sechées de romarin Figure 14: la poudre de romarin
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1. 2 Appareils et réactifs chimique

Appareillage
o Spectrophotométre UV-Visible
. Rotavapeur
o Agitateur magnétique
o Micro pipette
° Etuve
o Balance de précision
. Broyeur électrique
. Vortex
o Réfrigérateur

1. 3 Reéactifs chimiques

Tableau I1.1 : Réactifs chimique utilisés

Produit Formule brute
L’acide gallique C7H605
Réactif de Folin-Ciocalteu /
Carbonate de sodium Na2CO3
DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrasyl) /
Méthanol CH30H
Acide ascorbique C6H806
Eau distillé /

2. Méthodes
2.1. Méthodes d'extraction

2.1.1 Extraction des composés phénoliques

2.1.1.1. Préparation des extraits méethanoliques
A. Broyage
Apres séchage les feuilles ont été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique pour

obtenir une poudre fine qui a servi pour la préparation des extraits.

Aprés broyage, la poudre de plante a été conservée dans des flacons en verre afin de
garder leur couleur et principalement leur effet thérapeutique, elle a été stockée

soigneusement dans un endroit sec jusqu’a leur analyse.
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B. Macération

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact avec un solvant pour en extraire les principes actifs, elle se fait a température
ambiante. [144]

Des extraits méthanoliques sont préparés par macération de 20 g de la poudre végétale
dans 100 ml de méthanol a 70% pendant 24 heures. Les extraits sont récupérés dans un

premier temps apreés filtration du mélange a travers le papier filtre Wattman.

Les résidus obtenus sont repris pour une deuxieme et troisieme fois d’extraction
pendant trois jours successifs, avec changement du solvant chaque 24h avec le méme volume
du mélange meéthanolique. Les trois filtrats sont réunis et concentrés sous pression réduite
dans un rotavapeur a 30°C. Les extraits secs obtenus ont été ensuite conserveés au refrigérateur

a4 °C jusqu’a leurs utilisations.
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Figure 16: poudre de I’extrait méthanolique de romarin aprés évaporation
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2.2 Dosage des polyphénols totaux
2.2.1 Principe

Le réactif de Folin Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12040). Il est réduit, lors de
I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdeéne
(Ribéreau-Gayon et Gautheret 1968 ; Boizot et Charpentier 2006/). La coloration bleue
produite, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans le milieu réactionnel.
[145]; [146]

2.2.2 Mode opératoire :
La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriqguement avec
le spectrophotométre UV-Vis en utilisant I’essai de Folin-Denis ou généralement Folin-
Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide

phosphotungstique phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline. [147]

Brievement 200ul de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a
1ml de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées
pendant 4 minutes. Aprés I’incubation 800 pl de la solution de carbonate de sodium Na2CO3
(759 /1) a été ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans
l'obscurité a température ambiante. L'absorbance de tous les extraits a été mesurée par un
spectrophotomeétre a 765 nm. La droite d’étalonnage a été réalisée par 1’acide gallique (O-
200ug/ml), en suivant les mémes étapes de dosage. Les teneurs en polyphénols totaux sont
déterminées a partir de la droite de régression de la courbe d’étalonnage. Les résultats sont

exprimés en pg équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.

2.3 Evaluation de I’activité antixydante par diphenyl-picryl- hydrazyl
DPPH
2.3.1 Principe

Pour évaluer I’effet antioxydant des extraits de la plante Rosmarinus officinalis en

utilisant le radical 2.2'-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable utilisé pour
remplacer les radicaux libres produits en réponses a des stress internes ou externes en

présence d’un antioxydant, la couleur violette caractéristique du DPPH est transformée en une
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couleur jaune. [148]  L’intensit¢ de la couleur est proportionnelle & la capacité des

antioxydants présents dans le milieu & donner des protons, elle est mesurée a 517 nm. [149].
Q >/: . O,N_Q:_NQ . A

Figure 18: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

2.3.2 Mode opératoire

Dans ce test, un volume de 750 pl de différentes concentrations de chaque extrait est
ajoute a 1.5ml de la solution méthanolique du DPPH (0.025g/l) fraichement préparée. Le
contrble négatif est préparé en paralléle en mélangeant 750ul de méthanol avec 1.5 ml d’une

solution méthanolique de DPPH.

Apres Dagitation et I’incubation a I’obscurité pendant 30 min et a température
ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotométre,
contre un blanc pour chaque concentration qui contient 750ul de D'extrait et 1.5 ml de

méthanol.

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1I’équation suivante :

% d’activité antiradicalaire= [(Abs515 contrdle-Abs515 échantillon)/Abs515controle] x100

Avec: Abs515 contrdle : absorbance du control (ne contenant aucun antioxydant).

Abs515 échantillon : absorbance des échantillons.

Les mesures des densités optiques de chaque solution d’extrait a différentes dilutions
nous ont permis de calculer le paramétre IC50 qui indique le pouvoir antioxydant d’un
composé ou d’un extrait et qui est définit comme étant la concentration de I’extrait exprimée
en mg/ml nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. La valeur d’IC50 de chaque extrait
peut étre obtenue a partir des équations des courbes de la variation du pourcentage
d’inhibition 1% en fonction de la concentration de chaque extrait. Il faut rappeler que plus la

valeur de IC50 est petite plus I’activité antioxydant des extraits est grande. [150]
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1. Détermination du rendement d’extraction

L’extraction des feuilles du Rosmarinus officinalis L été réalisée par le méthanol 80% et
par I’eau distillée. Aprés I’extraction et 1’élimination de toute trace de solvant, le rendement
est calculé selon la formule ci-dessous et les résultats obtenus (teneur en composes

extractibles, TCE) sont présentés dans le tableau IlI.

Rendement(TCE) = (m / mo) x100

R : Rendement en extrait fixe en g/100g.
m : Quantité d'extrait récuperé en g.
mO : Quantité de la matiere végétale utilisée pour I'extraction exprimée en g.

Tableau I11: Le rendement de I’extrait méthanolique du romarin

Extrait Rendement (TCE)%

E méth 13

L’extraction méthanolique a été faite dans la présente étude apres avoir sécher la plante a
I’ombre et I’avoir rendu en poudre. En fait, I'utilisation d’un matériel sec est recommandée du
moment que les flavonoides (particulierement les glycosides) peuvent étre soumis a une
dégradation enzymatique quand le matériel végetal est frais ou non séché. De plus, les
fermentations microbiennes causées par I’humidité peuvent étre la cause de cette dégradation.
[176] Le séchage de la plante a ’obscurité prévient les transformations chimiques telles que
I’isomérisation et la dégradation causées par les radiations ultraviolettes de la lumiere solaire.
[177]

L’utilisation de la poudre a la place de la plante entiére a pour but d’améliorer I’extraction
du fait de rendre I’échantillon plus homogene, augmenter la surface du contact avec le solvant
et faciliter sa pénétration a I’intérieur des cellules qui ne sont pas détruites apres le broyage.

Il est intéressant de mentionner que nos donnés étaient plus élevées que celles obtenues par
Ghaffari et al. (2017) avec un rendement d’extraction 11.5% et Borras-Linaires et al.

(2014) avec un rendement d’extraction 10.8%.

D’une maniere générale, le rendement de la méthode d’extraction dépend de plusieurs
facteurs tels que le temps d’extraction, la température, ainsi que la localisation géographique,

la période de récolte, le climat et la durée de stockage. [178]
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2. Dosage des polyphénols totaux

2.1 Droite d’étalonnage de I’acide gallique:

L’étude quantitative de ’extrait méthanolique des échantillons du romarin au moyen
des dosages spectrophotométriques avaient pour objectif la détermination de la teneur en

composés phénoliques. La droite d’étalonnage a été tracée pour cet objectif.

L’équation obtenue est de type:

[[ Y=0,0102 X + 0,0519 B
Avec:

Y: la valeur d’absorbance.

X: la concentration de I’extrait en mg/ml.

Le coefficient de corrélation R? =0,9972

2,5

y=0,0102x+ 0,0519
R?=0,9972 »

s //
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Figure 19: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique

Figure 20: Résultat de 1’acide gallique.
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2.2 Teneur en polyphénols totaux

Les concentrations des polyphénols totaux sont calculées a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique (Y = 0,0102 X + 0,0519).
Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un gramme de
I’extrait (mg EAG/g d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les

quantités des polyphénols totaux contenus dans les échantillons du romarin.

Les teneurs ont été rapportées en mg équivalent d’acide gallique par gramme de
matiere seche (mg EAG/ g MS). Les résultats obtenus montrent une présence des polyphénols
totaux dans I’extrait méthanolique obtenus a partir du Rosmarinus officinalis de 32.1 ug EAG

/mg d’extrait.

Cette valeur est plus élevée que celle trouvée par : (Smith et al. 2016) avec une
valeur de (15 + 25 pg EAG/mg d’extrait) et (Johnson et al. 2018) avec une valeur de (10 +
20 pg EAG/mg d’extrait).

La teneur en polyphénols totaux de notre plante Rosmarinus officinalis de 1’extrait
méthanolique (32.1 ug EAG/mg) est inférieur a celle obtenus par (Stephanovits B et al.
2003), [151] qui est de I’ordre de (128,976 + 9,257 mg EAG/g MS) et (Yesil-Celiktas O et
al. (2007b), [152] qui ont mené des études sur les teneurs en composes phénoliques totaux

issus de trois régions différentes de Turquie, variaient entre (70,3 et 147,3 mg EAG/g).

o Le profil phénoliqgue des extraits des plantes peut varier sous
I’influence de divers facteurs parmi lesquels: la variété, le climat, la localisation
géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité ainsi
que la température et la nature du solvant d’extraction. [153]; [154].

o Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents
groupements fonctionnels, polarités et comportements chimiques cette complexité
chimique des extraits pourrait mener a des résultats dispersés selon I’essai utilisé. [155]

o Généralement et selon la littérature scientifique, le contenu polyphénolique
varie qualitativement et quantitativement selon plusieurs facteurs :

» Facteurs climatigques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse,

sol, agression et maladie ...etc. [156]
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> Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement
de la plante, [157] le type de polyphénols, 1’état de santé de fruit, la méthode de
récolte et de stockage. [158]

»La méthode d’extraction peut également influencer I’estimation de la teneur

des polyphénols totaux. [159]

o Il a été prouvé que les teneurs de polyphénols totaux sont élevées lorsque le
milieu de vie de la plante n’est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthése des
métabolites secondaires afin de s’adapter et survivre. [160]

o Les teneurs des polyphénols totaux déterminées ne sont pas des mesures absolues
des quantités des phénols du matériel de départ, elles sont en fait, basées sur la capacité
réductrice relative a une capacité réductrice équivalente a I’acide gallique (EAG). Les
valeurs obtenues par la méthode colorimétrique fournie des informations directes sur la
quantité des groupes phénolique antioxydant de I’extrait qui dépend essentiellement du

nombre des groupes hydroxyles de ces derniers. [161]

3. Activité antioxydante de I’extrait méthanolique de Rosmarinus
officinalis

3.1 Evaluation de ’activité antioxydante par le DPPH
Le pouvoir antioxydant est tres importante de fait du r6le délétére des radicaux libres

dans les systéemes biologiques. [162] La méthode du radical DPPH est employée pour le

criblage des molécules douées d’activité antioxydante des extraits végétaux.

Elle est souvent utilisée a cause de sa simplicité, sa grande sensibilité, la rapidité

d’analyse de I’activité antioxydante, ainsi que la bonne reproductibilité des résultats. [162]

L’activité antiradicalaire de nos extraits a été estimee avec la méthode de DPPH.

Cette méthode spectrophotométriques utilise le radical DPPH (2, 2’-diphényl-1-

picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune en présence de capteurs
de RLS, et se réduit en 2,2’-diphényle-1-icrydrazine. [163]

Aprés 30 min d’incubation de la solution DPPH-extrait (a différente concentration), la

coloration violette vire vers une coloration jaune dans 1’extrait. Ce changement de couleur est

di a la réduction de DPPH, ce qui montre que I’échantillon a un effet Scavenger de radical
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DPPH. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance

induite par des substances antiradicalaire. [164] [165]

Figure 21: résultats du DPPH.
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Figure 22: activité antioxydant de I’acide ascorbique par le test
DPPH.
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Figure 23: activité antioxydant de 1’extrait méthanolique par le test DPPH

Les valeurs IC50 déterminées en mg/ml exprimant la concentration efficace de I’extrait
antioxydant nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50% de moles de DPPH en

dissolution dans du méthanol.

Selon les résultats enregistrés, I’extrait méthanolique est doté¢ d’un pouvoir

antioxydant important, IC50 est de 5.18 mg/ml.

Un IC50 de 5.18 mg/ml suggere que I’extrait méthanolique de romarin a une capacité
relativement élevée a neutraliser les radicaux libres. Cela pourrait étre attribué a la présence
de composés phénoliques tels que 1’acide rosmarinique, la lutéoline et 1’acide caféique, qui

sont connus pour leurs propriétes antioxydant.

Ces résultats, montre qu’il ya une relation entre la teneur en polyphénols et Iactivité
antioxydante des extraits et pourrait indiquer que les polyphénols sont responsables de cette
activité. 11 est évident donc que la forte activité antioxydante enregistrée dans nos extraits est

attribuée a leur richesse en composés phénoliques. [166]

Ces résultats confirment le potentiel du romarin en tant que source naturelle
d’antioxydants et justifient son utilisation traditionnelle dans diverses applications
médicinales et culinaires. Cependant, il est important de noter que les résultats peuvent varier
en fonction de facteurs tels que la variété de romarin, les conditions de croissance et les

méthodes d’extraction.
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Ceci indique qu’une valeur faible d’IC50 indique une activité antioxydante forte, d’un
autre coté il existe une corrélation entre la concentration des polyphénols et I’activité
antioxydante, ce qui confirme que les polyphénols sont des antioxydants puissants, capables
d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a I’oxydation des macromolécules.
[167] En effet activité antioxydante ne dépend pas seulement de la concentration des

polyphénols, mais également de la nature et la structure des antioxydants dans 1’extrait. [168]

A travers la recherche bibliographique, de trés grandes différences de points de vue
sont notées a propos de cette corrélation. Certains travaux ont montré une bonne corrélation
entre les CIS0 et la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, a I’opposé d’autre études
n’ont pas établie cette corrélation. [169]; [170] Par ailleurs, il est bien établi que I’activité

antioxydante est corrélée positivement avec la structure des polyphénols.

Geénéralement, les polyphénols avec un nombre élevé du groupements hydroxyles
présentent I’activité antioxydante la plus élevée [171] due a leur pouvoir de donner plus
d’atomes pour stabiliser les radicaux libres [172] , ce qui peut expliquer en partie que
I’activité anti-radicalaire est dépendante du nombre, de la position et de la nature des
substituant sur les cycles B et C (groupements hydroxyles, metaxylés, glycosylés) et le degré

de polymeérisation. [173]

Ainsi, D’effet antioxydant n’est pas seculement dose-dépendant mais également

structure-dépendant. [174]

Les différences trouvées dans les études de I’activité antioxydante peuvent étre en
rapport avec la méthode utilisée pour extraire les composés antioxydants, la méthode

d’évaluation et la nature hydrosoluble ou liposoluble de I’antioxydant. [175]

D’apres Bouzid & al (2011), plusieurs facteurs influencent le potentiel antioxydant et
la cinétiqgue de réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport

antioxydant/DPPH*, type de solvant et le pH) et le profil phénolique en particulier




Conclusion
Ces dernieres années, il y a eu un intérét croissant pour l'utilisation des Antioxydants
et des antimicrobiens naturels. De nombreux chercheurs ont été intéressés par les composes

biologiquement actifs isolés des extraits de plantes.

Dans ce contexte, la présente étude a porté sur I’étude phytochimique et biologique
d’extrait méthanolique d’une plante médicinale le romarin (Rosmarinus officinalis L). Utilisée
empiriquement dans la pharmacopée traditionnelle locale, pour le traitement de diverses

maladies. A la lumiére des résultats obtenus, il ressort de notre travail les points suivants:

o Le solvant utilisé, le méthanol, donne généralement de meilleurs rendements
d’extraction (13%) et de ce fait est tres utilisées par rapport aux solvants, et le plus
efficace.

. En terme général, ’extraction des composés phénoliques a partir de la maticre
vegeétale est une étape cruciale pour la valorisation de ces principes actifs, Elle dépend de
leur structure chimique, du type de solvant utilisé¢, de la méthode d’extraction de la
granulometrie et du temps de macération.

Le dosage des composés phenoliques totaux selon spectroscopique (UV) de la plante

du Rosmarinus officinalis, contient 32.1 ugEAG/mg d’extrait. Exprimé en pg équivalent de

I’acide gallique par milligramme.

L’activité antioxydante des extraits, a été déterminée par la méthode DPPH avec une

valeur IC50 de 5.18 mg/ml.

On a constaté que I’extrait méthanolique des feuilles du Rosmarinus officinalis testé
présente une activité antiradicalaire et antioxydante intéressante, dépendante du contenu en
polyphénols totaux, Ainsi, une relation linéaire établie :

Les extraits les plus riches en polyphénols étant les plus actives (ont des activités
antioxydantes).

Cependant, I’intensité de 1’activité antioxydant ne dépend pas seulement de la teneur
globale en polyphénols totaux mais, Ainsi, de leur nature et ¢a puissants donneuse de proton

dans les plantes.

L’ensemble de ces résultats a permis d’évaluer ’activité antioxydante de Rosmarinus
officinalis d’intéréts biologiques afin de mieux connaitre, de Valoriser et d’utiliser cette

ressource dans le domaine thérapeutique.




Il serait souhaitable, d’appliquer les techniques biotechnologiques dans le domaine des
metabolites secondaires a fin de tirer le maximum de ces molécules, et les utilisées pour

I’intérét de la santé humaine.

Les antioxydants naturelles des espéces végétales peuvent étre tres utiles pour renforcer
I’organisme dans le cas de situation de stress oxydatif et de prévenir les différentes

pathologies survenues suite a une attaque radicalaire.
En perspective dans le cadre de valoriser ces résultats, il est intéressant de :

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

responsables de I’activité antioxydant et antimicrobiennes

- Etudie les mécanismes d’action des composés phénoliques impliqués dans les
activités précedents in vivo.

En fin, I’approche multidisciplinaire entamée dans ce travail de recherche phytochimie, et
étude de P’activité biologique, approuve 1’usage traditionnel de cette plante et reléve son
intérét dans le cadre d’une exploitation en pharmacie. Nous proposons de ce fait la
domestication de cette espéce spontanée et sa culture dans des champs pour un usage

industriel.
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