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Résumé

Résumé
Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la flore algérienne et

méditerranéenne, Ce travail porte sur 1I’étude d’une plante endémique pour leurs vertus
thérapeutiques, le romarin.

Nous nous sommes intéressés a ’étude des composés phénoliques et D’activité
antioxydante du romarin de la région de Relizane.

La premiére partie de cette étude concerne, 1’extraction des composés phénoliques qui a
¢été effectuée apres le séchage et le broyage de la partie aérienne. L’extraction est rélisé par
une maceration avec un solvant (acétone —eau distillée) Le rendement de 1’extraction est de
I’ordre 6,9%.

La quantification des polyphénols totaux, A été faite par la méthode du Folin-Ciocalteu,
dont I’absorbance a été mesurée par un spectrophotomeétre.

La deuxiéme partie est I’étude de I’activité antioxydante de 1’extrait acétonique de cette
plante en utilisant un test in-vitro : le piégeage du radical DPPH.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait acétonique du romarin est riche en
polyphénols totaux avec une teneur de 57.6 ug EAG / mg d’extrait

L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro de ’extrait acétonique du romarin «
technique de réduction du radical libre DPPH » a montré que 1’extrait acétonique du romarin
peuvent agir en tant que piégeurs de radicaux libres et semblent étre le bon piégeur de
radicaux libres (1C50 = 4.18 mg/ml).

Ces résultats indiquent que D’extrait acétonique du romarin représente une source
prometteuse d’agents antioxydants.

Mots clé : Rosmarinus officinalis L ; les composés phénoliques ; test DPPH ; Activité anti-

oxydante



Résumé

Abstract

As part of the promotion of medicinal plants from the Algerian and Mediterranean
flora, this work focuses on the study of an endemic plant for their therapeutic virtues,
rosemary.

We were interested in the study of phenolic compounds and the antioxidant activity of
rosemary from the Relizane region.

The first part of this study concerns the extraction of phenolic compounds which was
carried out after drying and grinding the aerial part. The extraction is carried out by
maceration with a solvent (acetone — distilled water). The extraction yield is around 6.9%.
The quantification of total polyphenols was carried out using the Folin-Ciocalteu method, the
absorbance of which was measured by a spectrophotometer.

The second part is the study of the antioxidant activity of the acetone extract of this
plant using an in-vitro test: the trapping of the DPPH radical.

The results obtained show that the acetone extract of rosemary is rich in total
polyphenols with a content of 57.6 ug EAG / mg of extract

Evaluation of the in vitro antioxidant activity of rosemary acetone extract "DPPH free
radical reduction technique™ showed that rosemary acetone extract can act as free radical
scavengers and appear to be the good scavengers’ free radicals (IC50 = 4.18 mg/ml).

These results indicate that the acetone extract of rosemary represents a promising
source of antioxidant agents.

Keywords: Rosmarinus officinalis L; phenolic compounds; DPPH test; Antioxidant activity
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Introduction

Depuis des millénaires, I’homme a toujours utilisé des éléments de son environnement,
en particulier les plantes, pour se traiter contre plusieurs maladies. Environ 66 a 85% de la
population mondiale, principalement celles des pays en voie de développement dont
I’Afrique, ont directement recours aux plantes comme alternative pour se soigner. Il est
¢vident qu’une plante contient plusieurs milliers de substances différentes et on peut se
rendre compte de la richesse naturelle du régne végétal. Ces substances tels les alcaloides, les
composés phénoliques et les essences ne sont souvent que les produits secondaires de la
plante qui sont généralement 1’ccuvre d’une réponse a des stimuli externes ce qui explique
leurs utilisations par I’homme a des fins thérapeutiques et industrielles dont les techniques
d’extraction, séparation et détermination de la structure ont été développées pour comprendre
leur variation structurale afin d’identifier les composés biologiquement actifs pour 1’'usage
médicinal et 1’élaboration des médicaments (Fabricant et Farnsworth, 2001). Donc
I'industrie pharmaceutique moderne elle-méme s'appuie encore largement sur la diversité des
métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés
biologique inédites, dans ce but, l'investigation des plantes représente un potentiel
inestimable pour la découverte de nouvelles substances puisque les médicaments a base de
plantes donnent au consommateur des garanties de qualité et d’innocuité.

L’usage thérapeutique des plantes dépend donc de la diversité des especes végétales et
des connaissances associées a leur utilisation en phytothérapie traditionnelle. Les chercheurs
et les scientifiques dans ce domaine, sont censés de traduire se savoir-faire populaire, cumulé
pendant des siécles, en savoir scientifique, par le biais d’enquétes ethnobotaniques dans leurs
sociétes, notamment, pour les plantes médicinales qui ont montrés leurs efficacités et leurs
larges utilisations pour leurs vertus médicamenteuses (Alaneme.,2016).

L’Algérie, de sa position géographique, présente une large gamme d’étages
bioclimatiques, induisant une biodiversité de plantes utilisees comme condiments, aliments
naturels et pour des fins thérapeutiques. En Algérie, la phytothérapie est utilisée depuis
toujours dans le secteur de la médecine traditionnelle. Les pharmacopées régionales
s’inspirent principalement de la médecine arabe classique et de 1’expérience locale des
populations en matiére de soins (Guessoum.,2021) pays avec plus de 3000 espéces dont 15%
endémiques, auxquelles la population a recours a la médecine traditionnelle, on commence a
entreprendre des systématiques portant sur des plantes médicinales issues de sa flore. La
plante est rarement utilisée entiére (piloselle). Le plus souvent il de la plante : romarin,

racine, parties aériennes, tige, écorce, bourgeon.




Introduction

Actuellement les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basées
sur les cultures in vivo et in vitro de tissus veégétaux, ceci est notamment le cas des
polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme des anti-
inflammatoires, sont fortement antioxydants, antibactériens urinaires et analgésique
(Chevallier, 1996), Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissances cellulaire et la maturation des fruits. Les plus
représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les tannins (boizot et charpentier, 2006).
En effet, le stress oxydant est impliqué dans de tres nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications. La plupart des maladies induites par le stress
oxydant apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et
augmente la multiplication mitochondriale de radicaux (Girodon et al. 1997 ; Sohal et al,
2002).

» Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail de recherche, dont le but principal est
d’étudier I’activité antioxydante (qui permet de lutter contre les radicaux libres) de
I’extrait acétonique du romarin. Deux investigations sont été réalisées :

» La premicere a ét¢ basée, principalement, sur ’extraction et la quantification des composés

phénoliques totaux.

* Le second aspect a été consacré a 1’évaluation de I’activité antioxydante vis-a- vis du

radical libre DPPH.

» Afin de déterminer I’efficacité de chacun des extraits et d’établir la relation pouvant
exister entre I’évolution des composés phénoliques et cette dernicre.
¢+ Cette étude sera subdivisée en deux parties :

1. Une revue bibliographique ou nous apportons des études sur la phytothérapie, données

générales sur I’especes étudiée, les polyphénols.

2. Une seconde partie dans laquelle nous rapportons les méthodes utilisées, les résultats

obtenus ainsi que leur discussion.

L’interprétation des résultats obtenus a fait 1’objet de comparer nos résultats avec des
résultats de recherches antérieures, tout en essayant de les expliquer sur la base de notions
fondamentales, et nous finirons par une conclusion générale portant sur les possibilités

d’utilisation de cette plante dans le domaine de la phytothérapie










Partie Bibliographique Chapitre 01:Rosmarinus officinalis L

I. Description

Le romarin posséde des tiges ligneuses, tres rameuses pourvues de feuilles linéaires de 1
a 2 cm, sessiles, opposées, de couleur verte en dessus et blanchatre en dessous (Couplan et
Styner, 2012) avec un sommet obtus ou arrondi, une face supérieure faiblement ridée et une
face inférieure caractérisée par une nervure médiane trés saillante (Godet, 2004).

Les fleurs de cette espece sont réunies en petites grappes axillaires, mélées de feuilles et
terminales (Couplan et Styner, 2012), avec un calice en cloche, bilabié et une corolle bleu
pale ou blanchétre a 2 levres (Quézel et Santa, 1963).

Le romarin (Photolet2) a une inflorescence en épis trés courts, a bractées
squamiformes de 1 - 2 mm rapidement caduque (Quézel et Santa, 1963) et ses fruits sont
formés de 4 petits akénes avec une floraison toute I’année (Couplan et Styner, 2012).

e g

Figure 01 : Rosmarinus Officinalis. (Quézel et Santa, 1963)

Il. Habitat
Le romarin est spontané dans les régions méditerranéennes ou il croit dans les terrains
calcaires, les lieux secs et arides du Midi, surtout au voisinage du littoral, en Corse ; dans
toutle bassin méditerranéen (Figure 2), ou il fleurit toute I'année (Goetz et Ghedira, 2012).
Le romarin pousse aussi spontanément dans le sud de I'Europe. On le cultive dans le
monde entier a partir de semis ou de boutures au printemps. Il apprécie les climats chauds,
modérément secs (Iserin, 2007).
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Figure 02 : Distribution géographique du Rosmarinus Officinalis accordée au GBIF

I11. Systématique
- Reégne : végétal
- Sous regne : Cormophytes
- Embranchement : Spermaphytes
- Sous Embranchement : Angiospermes
- Classe : Eudicot
- S. Classe : Gamopétales
- Ordre : Lamiales
- Famille : Lamiacées
- Genre espéce : Rosmarinus officinalis L.
(QUEZEL et SANTA, 1963)
IVV. Composition

Le romarin est riche en principes actifs. Il contient des flavonoides, des acides phénols,
notamment 1’acide rosmarinique (2 & 3 %0).

Les feuilles de romarin contiennent de la résine, de tanin, une substance amére et
environ 1,50% d’une essence spéciale a odeur aromatique, saveur chaude et camphrée, de
cinéole et de camphre ordinaire. Perrot a découvert la présence de poils sécréteurs de deux
sortes dans le limbe de la feuille de romarin. Les sécrétions sont les produits du métabolisme
végétal qui comprennent les huiles essentielles, les gommes et les mucilages, les tanins, les
alcaloides, les nectars, etc. D’autre part, Spiro et Chen rapportent que 1’huile essentielle de
romarin est contenue dans des glandes épidermiques appelées trichomes, divisées

essentiellement en deux types principaux (peltaste et capitate glands).
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Le premier type serait le site de stockage le plus important de 1’huile essentielle de
romarin. Il faut rappeler que la libération de I’huile n’est possible que si un facteur externe

intervient (Zermane,2010).

A) Les principaux constituants de 1’huile essentielle de Romarin sont :

Huile essentielle : 1,8 cinéole, 0-pinéne, camphre

Acides phénols : acides caféique, rosmarinique et chlorogénique

Diterpenes phénoliques : acide carnosoliqueetcarnosol

Tanins;Triterpénes et stéroides : acides oléanoliquesetursoliques(brunton,1999)

B) Appareil végétatif :

- Racine : la racine du Rosmarinus officinalis. Est profonde et pivotante. (Figure n 05).

- Tige : arbuste ou sous arbrisseau, rameau de 0.5 a 2 metres cette tige est tortueuse,
anguleuse et fragile. L écorce est linéaire a cyme plus ou moins simulant des épis.
(Sanon., 1992).

- Feuille : linéaire, gaufrée, feuilles coriaces, sessiles, opposées, rigides brillantes a
bords repliés verdatre en dessus plus ou moins hispides blanchatre en- dessous de 18
a50 x 1.5 a 3 mm Les feuilles séches dégagent une forte odeur et un gout amer. Elles
contiennent jusqu’a a 2% d’huile essentielle oléum Rosmarinus =Oléum anthos,
renfermant du Cinéol et du Bornéol, des alcaloides et des acides organiques. Ces
feuilles, voire I’essence de romarin, entrent dans la composition de nombreux produits
Antirhumatismaux du fait de leur fortement rubéfiant sur la peau alcool spritus

Rosmarinus (Janvola et Jinistodola.1983).

Figure 03 : Feuille de Rosmarinus officinalis L (Source : Academic, 2000-2014)
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Figure 05 : Racine de Rosmarinus officinalis L.

C) Appareil reproducteur :

Fleurs : en mai, tres courtes grappes axillaires et terminales. Chaque fleur environ 1
cm de long de couleur purpurin ; bleu pale ou blanchatre en cloche bilabiée a lévre
supérieure ovale entiere et a levre a 2 lobes lancéolés. Lévre supérieure en casque
Iégerement bifide. Lévre inférieure a 3 lobes dont le médian est large et concave. Les 2
étamines Sont plus longues que la corolle. L’ovaire présente 2 carpelles surmontées
d’un style long courbe et bifide. (Coste., 1906).

Fruit : est tétrakéne de forme ovale située au fond du calice. Peut étre sous forme de
baie, séche et lisse (Coste., 1906).
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Figure 06 : La fleur de Rosmarinus officinalis L. Source : photo prise par
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un tube
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(Valter Jacinto ,2015)
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Figure 07 : ’organisation de la fleur de Rosmarinus officinalis

L. (Source : ullmann ., 2005)
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Figure 08 : Fruit de Rosmarinus officinalis L (Source : Valter Jacinto, 2015)

D) Usages thérapeutiques

Le romarin est une plante aromatique aux nombreuses propriétés thérapeutiques
(Lacoste, 2014) :

La drogue est utilisée en compresses pour éviter les retards de cicatrisation et
I’eczéma et comme insecticide.

Utilisée comme additif de bain (drogue ou huile essentielle) pour stimuler la
circulation sanguine et pour son effet vasodilatateur (Goetz et Ghedira, 2012).
Apaise les douleurs rhumatismales et la chute des cheveux sous forme d’huiles,
de pommades et de liniments (Chaib, 2015).

Elle est également utilisée en cas de nez bouché et de rhume et en bain de
bouche pour I’hygié¢ne buccale (Goetz et Ghedira, 2012).

En raison de sa teneur en huile essentielle, la drogue est utilisée comme
carminatif et stomachique dans les troubles digestifs, les ballonnements, les
flatulences et pour stimuler ’appétit et la sécrétion gastrique.

Une action tonique sur le cerveau, les muscles et le systeme cardio-vasculaire.
Elle est également indiquée comme cholagogue et cholérétique.

Elle peut étre employée aussi comme un anti-inflammatoire, un antiseptique

léger et cicatrisant par voie locale (Goetz et Ghedira, 2012)

V. Indication usuelle

Elle est prescrit dans le soin des troubles-digestifs liés a une insuffisance de la Fonction

biliaire : dyspepsie, crampes, ballonnements, constipation. 1l peut étre utilisé dans les

infections bronchiques et ORL (grippe, bronchite...) et il est recommandé en cas de Grande

fatigue. En usage externe, il apaise les douleurs rhumatismales et inflammatoires (Berkani et

al., 2013).
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I.  Généralités

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérisés
Par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un
Groupement hydroxyle libre (Bruneton., 1999 ; Lugasi et al., 2003).

Ils sont des composés phénoliques hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre
500 et 3000 Dalton (Dangles et al., 1992 ; Hagerman et al., 1998 ; Cheynier et Sarni-
Manchado., 2006).

IIs sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieures (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) ; et sont impliqués dans des nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la germination des graines et la maturation des
fruits (Boizot et Charpentier., 2006).

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec son
environnement en jouant soit le rble des signaux de reconnaissance entre les plantes
(Allélopathie), entre les plantes et symbiose, ou beine lui permettant de résister aux diverses
agressions vis-a-vis des organismes pathogeénes.

IIs participent de maniere tres efficace a la tolérance des végétaux a des stress variés,
donc ces composés jouent un role essentiel dans 1’équilibre et 1’adaptation de la plante au sein
de milieu naturel (Macheix et al., 2005).

I1. Classification

Plus de 800 composés phénoliques ont été isolés dans une grande variété de formes
(Erdman et al., 2007 ; Harnly et al., 2007 ; Batra et Sharma., 2013).

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples
acides phénoliques simples vers les molécules les plus hautement polymérisés (tanins
condenseés) (Harnly et al., 2007). Les polyphénols sont repartis en plusieurs classes illustrées

dans le tableau.

Structure Class
C6 Les acides phénoliques simples, benzoquinones.
C6-C1 Acides hydroxybenzoiques
C6-C2 Acéthophénones, acides phénylacetiques
C6-C3 Acides hydroxycinnamiques, acides phénylacetiques (coumarins,

Isocoumarins, chromones, chroménes)

C6-C4 Napthoquinones
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C6-C1-C2 Xantones
C6-C2-C6 Stilbénes, anthraquinones
C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonoides
(C6-C3)2 Lignanes, neolignanes
(C6-C3-C6)2 Biflavonoides
(C6-C3) n Lignines
(C6-C3-C6) n Tanins condensés

Tableau 01 : principales classes des composés phénoliques (Balasundram et al., 2006).

11.1. Acides phénols simples
Le terme acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique. Ces composes peuvent étre divisés en deux catégories : les
dérivés de I'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique (Massimo et al ., 2007).
11.1.1 Acide hydroxybenzoiques
Ils Sont des dérivés de l'acide benzoique et ont une structure générale de base de type

(C6-C1). Ils existent fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides (Macheix et al.,
2005).

R2 R1
R1 R2 R3R4 Acide phénoliques
R3 COOH H H OH H Acide phydroxy Benzoique
H OH OH H Acide protocatechique
R4

Figure 09 : principaux acides hydroxybenzoique (Sarni-Manchado et Cheynier.,2006).
11.1.2 Acide hydroxycinnamiques
Il représente une classe tres importante dont la structure de base est (C6-C3) dérivé de
celle d’acide cinnamique grace a des substitutions au niveau du cycle aromatique (Psotova et
al, 2003). llIs entrent dans la composition de nombreux végétaux (surtout les fruits) et
existent sous forme d’esters hydrosolubles (acide caféique) ou insolubles, associés aux fibres

(acide férulique) (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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e OOH R1 R2 R3 Acide phénolique
H H H Acide cinnamique
H OH H Acide P coumarique
R2 OH OH H Acide caféique
R3

Figure 10 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier.,
2006).

11.2. Flavonoides

Les flavonoides sont les principaux métabolites secondaires végétaux (Ralston et al.,
2005). lls constituent un grand groupe de composés phénoliques ayant une structure benzo-y-
pyrone et sont omniprésents dans les plantes. Ils sont synthétisés par voie des
phénylpropanoides (Winkel-Shirle., 2000).

Ils se trouvent a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides, en général dans
toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes comme les
racines, les tiges, les feuilles, les fleurs et les fruits (Havsteen et al., 2002).

Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été identifiés, dont beaucoup sont responsables
des couleurs attrayantes de fleurs, de fruits, et des feuilles (Nijveldt et al., 2001 ; Batra et
Sharma, 2013). Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, par conséquent, il
posseéde tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbone, constitué de deux

noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle central C (Erdman et al., 2007).

30
2 4

S!

Figure 11 : structure de base des flavonoides (Erdman et al., 2007 ; Stefk., 2011).
Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes sur la base de leur structure

moléculaire. Les 5 principaux groupes de flavonoides, ainsi que les exemples les plus
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connus de chaque groupe, la structure moléculaire de chaque groupe de flavonoides et la
source de nourriture dans laquelle ils sont présents est donnée dans le tableau IV (Nijveldt et
al ., 2001 ; Harnly et al ., 2006).

Familles Exemples Structures
Flavones Apigénine, lutéoline o
ST |
o

Flavanones Naringénine, Butine 1<:--~.

R L ey

(g

o

Flavonols Kaempféol, Isorhamnetine,

Quercétine, Myricétine

Anthocyanidines Cyanidine, delphicianidine, pelargonidine,

péonidine, petunidine

Flavone-3- Catéchine, gallocatechine, Epicatechine,
ol=Flavanol Gallate
Tableau 02 : Les principales familles de flavonoides (Nijveldt et al., 2001 ; Malesev et al.,2007 ;
Massimo et al., 2010).
11.3. Anthocyanines :

Les anthocyanines sont des composés phénoliques d’orogine naturelle responsable de la
couleur de nombreuse fleurs, fruits et baies. 1ls sont glycosylés. Polyhydroxylés (figure) etont
une large distribution dans le réegne végétal (longo et al.,2005 ; currie et al., 2006 ; qin et
al.,2010). L’intérét pour ce type de pigment a augmenté essentiellement en raison de leur
possible utilisation comme colorant. A cause de leur hydrosolubilité (les anthocyanes sont le
plus grand groupe de pigments soluble dans I’eau). Ils peuvent étre en effets bénéfique
pour la santé comme agents anti-inflammatoire (longo et al .2005), et agent antioxydant
(Ghosh et konishi,2005).
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HO
F.2

Oglucose

OR

Figure 12 : La structure chimique d’anthocyane (sava et al .,2006).

11.4. Stilbénes

Les stilbene sont de petits poids moléculaire (environ 200-300g/mol), des composés
d’origine naturel et se retrouvent dans un large éventail de source végétales, des produits
d’aromathérapie, et des compléments alimentaires.

Les Stilbénes agissent comme agents protecteur naturels pour défendre la plante contre
les attaque virales et microbiennes et exposition aux ultraviolets excessive (Roupe et al.,
2006). Parmi les stilbénes les plus abondant, le resvératrol (figurel3) qui est connu
essentiellement pour ses diverses propriétés biologiques d’ou son utilité pharmaceutique et

médicinales (Delmas et al., 2003).

(1

H()

ad

HO)

Figure 13 : Un exemple de stilbénes (resvératrol) (macheix et al ., 2005)

I1.5. Lignines
Ce sont les composants majeurs de la paroi cellulaire. Les lignines (du latin lignum,
bois) sont les polymeres les plus abondants apres la cellulose (forme la paroi végétale)
(Ralston et al ;2005).
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Ils forment une structure hétérogéne et agissent a la fois sur le maintien de 1’intégrité
structurale de la paroi cellulaire, ainsi qu’un échafaudage pour les polysaccharides. Les
polysaccharides augmentent le caractére hydrophobe de la structure de la lignine, ce qui
facilite le transport de 1’eau dans les tissus, en empéchant 1’absorption d’eau.

Cette structure hydrophobe est cruciale pour I’action capillaire, ce qui permet a 1’eau de

passer a travers les capillaires de lignine double sans absorber dans la cellule végétale

(Holderness et al ; 2008).
Figure 14: structure chimique des lignines (wertz et al ., 2015)

11.6. Tannins

Les tannins sont des formes phénoliques condensées. Ayant un poids moléculaire allant
de 500 a 3000 daltons. Dans la nature les tannins se trouvent dans le monde entier dans de
nombreuses familles de différentes plantes supérieures telles que chataignier et le bois de
chéne (Paolina et al.,2003). Ils sont solubles dans I’eau (Akiyma et al.,2010).

Le terme tannin vient de la source de tannins utilisée pour le tannage des peaux
d’animaux en cuire (Khanbabaee et Ree., 2001).

En outre, ils ont certaines propriétés spéciales telles qu’aptitude a la précipitation des

alcaloides. De la gélatine et des autres protéines. Selon la nature des assemblages moléculaire.
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Les tannins sont classés en 2 groupes : les tannins hydrolysables et les tannins condensés
(Reed et al., 1995 ; Sereme et al., 2010).
Il .6.1. Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables (Figure 15) sont des résidus d’acide gallique qui contiennent
un noyau de sucre entouré des groupes phénoliques.

Ces résidus peuvent étre modifiés par la suite par une autre addition de groupements
phénoliques et de chaines latérales comprenant un a n monomeres d” acides galliques. Des
liaisons carbones entre noyaux conduisent a des molécules plus rigides (Nanoka., 1989).

Ils sont nommeés tannins hydrolysables parce que le traitement avec des acides faibles
hydrolyse facilement les résidus d’ acide gallique et produit des acides phénoliques avec un
hydrate de carbone core.

Cependant, la production de diverses structures tanniques hydrolysables suggéré qu’ils
sont employés dans une fonction spécialisée. Une utilisation indiquée des tannins
hydrolysables dans la défense des plantes contre les toxines et pour éviter la prédation
herbivore (Holderness et al., 2008).

Les tannins hydrolysables sont devisés en deux groupes, Gallotannins et Ellagitannins
dont le premier groupe est formé a partir de d’acide phénolique et le deuxiéme groupe est

obtenu a partir de d’acide gallique (Khanbabaee et Ree., 2001 ; Cai et al., 2006).

HO N V0H (G) OH
OH

1 2
Figure 15 : Structure chimique d’ un tannin hydrolysable (Gallotannins (1), Ellagitannins (2))
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I1.6.2. Tannins condensés

Les tannins condensés egalement appelés pro anthocyanidines sont des métabolites
Secondaires synthétisés par intermédiaire de la voie biosynthétique des flavonoides et sont
largement répandu dans 1’alimentation (fruit, vin, thé...) et jouent un rdle important dans la
défense contre les herbivores (Bogs et al., 2005 ; Holderness et al., 2008).

Les tannins condensés résultent de la polymérisation de molécules élémentaire de
flavane (flavane ol-3, flavane ol-4, flavane diol -3,4). lls sont désignés aussi sous le nom de
tannins « caté chiques ».

Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes de végétaux,

gymnospermes et fougeres compris (Tanner et al., 2003).

= o U - P
- - O o o
R ’I
S = o
) -T_".—‘ -T ‘.},—d—’ ™ ‘* I’
":."_:il_-."' i __.-"- Ty '™
O

Figure 16 : Structure générale des pro anthocyanidines (khanbabaee et Ree., 2001).

I11. Activité antimicrobienne des polyphénols

Les polyphénols sont reconnus par leur toxicité vis a vis des microorganismes
(Cowan.,1999).

Une contamination des végétaux par des microorganismes pathogenes entraine une
forte augmentation des teneurs en composés phenoliques, ce qui correspond a la mise en
place de mécanisme de défense de la plante (Macheix et al., 2005).

Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I’inhibition des enzymes hydrolytiques (les
proteases et les carbohydrolyses) ou d’autre interactions pour inactiver les adhesines

microbiennes, les protéines de transport et d’enveloppe cellulaire (Cowan., 1999).
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IM.1. Activité antimicrobienne des flavonoides

Les flavonoides sont parmi les plus communs des produits naturels qui présentent un
large spectre d’activité antibactérienne (Xiao et al., 2014).

Des études scientifiques menées au cours des derniéres années a généré un intérét
croissant dans leur role potentiellement important dans le maintien de la santé humaine. Un
nombre considérable de plantes médicinales contiennent des flavonoides, qui ont été rapportés
par de nombreux autres comme ayant des propriétés antibactériennes (Malesev et al., 2007).

L’activité¢ de la quercétine, par exemple, a été au moins partiellement attribuée a
I’inhibition de ’ADN gyrase de colis. La catéchine, flavonoide isolée du thé vert, est douée
de propriétés antimicrobiennes (Cowan, 1999).

De nombreux groupes de flavonoides ont été isolé et identifié comme possédant une

activité antifongique, antivirale et antibactérienne (Cushing et Lamb, 2005).
Il.2. Activité antimicrobienne des tannins

Les tanins ont été isolés a partir des feuilles de Solanum trilobite L et testés contre des
bactéries Gram+ et Gram-, les résultats montrent que les tanins ont présentés une activité
antibactérienne contre tous les micro-organismes testés (S. aureus et E. coli) (Doss et
al.,2009).

D’autre études ont également révélé que d’acide tannique est actif contre les bactéries,

les moisissures et les levures (Colak et al.,2010).

Il.3. Activité antimicrobienne des acides phénoliques

L’activité antimicrobienne des acides phénoliques a été rapporté dans plusieurs
recherches Les acides phénoliques comme d’acide P-coumarique, acide caféique agissent en
tant que des facteurs empéchant la croissance de Staphylococcus aureus (Stojkovié et al.,
2013).

L’activité antimicrobienne est liée a été la présence des groupements hydroxyles dans
leur structure (Cowan, 1999).

Une étude in vitro faite par Khatkar et al., (2014) a également démontré que les
dérivés synthétiques de 1’acide P-coumarique possédent une activité antibactérienne contre

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Escherichia coli.
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IV. RoOle et intérét des composés phéenoliques

IV.1. Chez les humains

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuse enzymes et de
leur propriétés antioxydante (Feurie et al., 2005).

IIs sont également connus pour moduler I’activité de plusieurs enzymes ou de
récepteurs cellulaire. Ils limitent I’oxydant des lipides sanguins et contribuent a la lutte contre
les plaques d’athérome. Ils sont aussi anxiolytiques et protéges nos artéres contre
1’athérosclérose et réduit la thrombose (caillots dans les artéres) (Bruneton., 1993).

Les exemples de quelques composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont
récapitulés dans le tableau suivant.

Polyphénols Activités biologiques Auteurs

Acides phénols Antimicrobiennes, antiulcéreuses, (Sannomiya et al., 2005 et

(cinnamiques et antiparasitaire antifongiques, Gurbuzi et al., 2009).

benzoiques) antioxydantes

Comarines Protectrices vasculaires, anti- (Ito et al., 2005 et Smyth et
inflamatoire, antiparasitaires al., 2009)

analgésiques et anti oedémateuses
Flavonoides Antitumorales, antiparasitaires, (Wollgast et al., 2000 ; Hitara
vaso, dilatoires, antibactériennes, et al., 2009 ; Tripoli, et Shon
anticarcinogénes, anti- etal., 2004)
inflamatoires, analgésique,
hypotenseurs, antivirales,
diurétiques, ostéogéne,
antioxydantes, anti-atherogénique,
antithrombotique, anti-allergique
Anthocyanes Protrectrices capillaro-veineux, (Brunrton.,1993)
anti oxydant
Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le (Masquellier et al., 1979)
collagéne, antioxydante,
antitumorales, antifongiques et

anti-inflammatoires
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Tannis galliques et Antioxydantes (Okamuracetal., 1993 ;
catéchiques Kubata etal., 2005)
Lignanes Anti-inflammatoire, analgésiques  (Kim et al., 2009)
Phytostérols Agent de protection contre (Oumou., 2003)

I’hormone dépendant du cancer de
colons
Saponines Antitumorale, anticancérigéne, (Ekoumou., 2003)
Tableau03 : Propriétés biologiques des quelques polyphénols dans I’organisme.

IV.2. Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de
la plante (lignification, régulation de la croissance , interaction moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...),dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relation avec les bactéries, les champignons, les
insectes, résistance aux UV) soit directement dans la nature soit lors de la conservation apres
récolte de certains végétaux : dans les critéres de qualité (couleur, astringence, amertume,
qualité nutritionnelles...) qui orientent les choix de I’homme dans sa consommation des
organes veégetaux (fruit, légumes, tubercules...) et des produit qui en dérivent par la
transformation dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des
traitements technologiques (préparation des jus de fruit, des boissons fermentées...)
pendant lesquels apparaissent fréquemment des brunissements enzymatiques qui modifient la
qualité du produit fini (Fleuriet et al., 2005).
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I . Généralité sur les antioxydantes :

I .1. Définition des antioxydants :

Une substance antioxydante est une substance qui a la capacité de neutraliser ou de
réduire les effets nocifs des radicaux libres, qui sont des molécules hautement réactives
produites lors du processus d'oxydation dans le corps (Sies, 1991)

Les antioxydants sont des substances qui sont présentes a des concentrations
relativement faibles par rapport & un substrat oxydable. Ils agissent en neutralisant les
radicaux libres et en inhibant les réactions d'oxydation qui pourraient endommager les
substrats oxydables. Les antioxydants peuvent étre présents naturellement dans
certains aliments ou étre ajoutés en tant qu'additifs pour prévenir I'oxydation des
produits alimentaires ou pour fournir des bienfaits pour la santé (Leong et al. ,2002)

II .1. Différents types d’antioxydants :

II .1.1. Antioxydants naturels :

Diverses substances peuvent agir comme antioxydants in vivo. Parmi celles-ci, on
retrouve le bétacaroténe, 1'albumine, 1'acide urique, les cestrogenes, les polyamines, les
flavonoides, l'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E, et bien
d'autres. Ces antioxydants peuvent contribuer a stabiliser les membranes cellulaires en
réduisant leur perméabilité. De plus, ils ont la capacité de se lier aux acides gras libres
(Mohammedi, 2006).

I.1.2. Sources naturelles d'antioxydants :

Il est indéniable qu'une alimentation équilibrée et saine constitue une importante
source d'antioxydants naturels essentiels au bon fonctionnement de I'organisme
humain. Les fruits, les légumes, les céréales, la viande et le poisson fournissent une
grande variéte de ces composes antioxydants. Par ailleurs, il existe d'autres sources de
composés antioxydants qui sont également trés intéressantes et trouvent des
applications dans divers domaines tels que la pharmacologie, la microbiologie
médicale et clinique, la phytopathologie et la conservation des aliments (Daferera et
al. 2000).

II .1.3. Antioxydants synthetiques :

Dans l'industrie agroalimentaire, certains antioxydants couramment utilisés sont le
butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), le gallate de propyle et le

tert-butylhydroquinone (TBHQ). Cependant, leur utilisation est soumise a des
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réglementations strictes en raison des préoccupations concernant leur toxicité
potentielle, notamment des troubles hépatiques et le risque de cancer (Gulginet al.
2010).

III .1. Le stress oxydatif :

Le stress oxydatif se réfere a un déséquilibre entre la production de radicaux libres
et la capacité du corps a neutraliser leurs effets nocifs. Les radicaux libres sont des
molécules instables et réactives qui se forment naturellement lors du métabolisme
cellulaire ou en réponse a des facteurs externes tels que la pollution, le tabagisme ou
une exposition excessive aux rayons ultraviolets. Lorsque les niveaux de radicaux
libres augmentent, ils peuvent endommager les cellules et les tissus du corps en
causant des dommages oxydatifs aux lipides, aux protéines et a I'ADN. Cela peut
contribuer a l'apparition de diverses maladies et affections, y compris les maladies
cardiovasculaires, le vieillissement prématuré, les maladies neurodégénératives et
certains types de cancer (Favier, 2003).

Le corps dispose d'un systéeme de défense antioxydant pour contrer les effets des
radicaux libres. Les antioxydants neutralisent les radicaux libres en leur fournissant un
électron manquant, réduisant ainsi leur réactivité et prévenant les dommages
cellulaires. Cependant, lorsque le déséquilibre entre les radicaux libres et les
antioxydants favorise I'accumulation excessive de radicaux libres, le stress oxydatif se
produit (Favier, 2003).

La capacité antioxydante d'un individu peut varier en fonction de plusieurs
facteurs tels que ses habitudes alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques
génétiques et I'environnement dans lequel il vit. La figure 1 illustre le mode d'action
des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs cofacteurs métalliques
(Favier, 2003).
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Figure 17 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de
leurs cofacteurs métalliques (Favier2003)
III .2. Le stress oxydatif et les composées phenoliques :

Les composés phénoliques ont été largement étudiés pour leur réle dans la
prévention et le traitement de ces maladies, en raison de leur activité antioxydante (L.
et al. 2016). En effet, les polyphénols, les flavonoides et les acides phénoliques
présents dans les plantes peuvent agir comme des antioxydants en neutralisant les
radicaux libres et en réduisant le stress oxydatif (Scalbert et al. 2005).

Plusieurs études ont montré que les composés phénoliques peuvent également
protéger les cellules contre les dommages causés par les radicaux libres en augmentant
I'activité des enzymes antioxydantes endogénes, telles que la superoxyde dismutase et
la catalase (Hassanpour et Yousefi, 2019; Sghaier et al. 2016). De plus, les
polyphénols peuvent également réguler l'expression des génes impliqués dans la
défense antioxydante, ce qui contribue a renforcer les mécanismes de défense de
I'organisme contre le stress oxydatif (Yang et al. 2018).

Il est important de noter que les effets bénéfiques des composés phénoliques sur
le stress oxydatif peuvent varier en fonction de leur structure chimique, de leur dose et
de leur biodisponibilité (Manach et al., 2004). Par conséquent, une consommation
réguliére de fruits, legumes et autres aliments riches en composés phénoliques peut
contribuer a réduire le stress oxydatif et a prévenir les maladies chroniques associées a

ce dernier.
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I. Matériels et méthodes

La partie expérimentale de notre étude a été réalisee au sein du laboratoire de
I’Université du Relizane département des sciences biologiques relizane L’objectif de notre
travail expérimental est la détermination de la teneur en polyphénols totaux de 1’extrait
acétonlique du romarin (Rosmarinus officinalis L) . Ainsi la mise en évidence de son activité
antioxydante.

1) Matériels
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Le matériel vegeétal utilisé est constitué de la partie arienne du romarin ,cette derniere a été
récoltée en janvier 2024 dans de la région de Relizane .Elle a été nettoyée des impuretés
,séchée a I’abri de la lumiére puis broyée a I’aide d’un mortier en poudre moyennement fine, a
partir de laquelle des différents extraits ont été préparés. Le stockage a été fait dans des

sachets en papiers et a I’abri de la lumicre.

Il. Extraction des polyphénols
A. Préparation des extraits phénoliques :
20g de la poudre végétale de romarin sont mises a macération pendant 24 heures a
température ambiante, dans un mélange solvant-eau (70 :30 V/V) ou dans 100 ml eau distillée, le
tout par la suite est filtré sur papier Whatman, I’extraction est refaite trois fois avec renouvellement du

solvant. La série d’extraction permet d’obtenir I’extrait acétonique L extrait est séchés et conservés

jusqu’a utilisation ultérieure

- - D -~ S

Figure 18 : les différentes étapes d’extraction (a-macération, b-filtration, c-évaporation, d-

aspect de I’extrait phénolique.
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A.1- L’extrait acétonique de la plante

La méthode d'extraction doit permettre I'extraction compléte des composés d'intérét et
doit éviter leur modification chimique. L'eau, les mélanges aqueux de 1’éthanol sont
généralement utilisés pour 1’extraction (Turkmen et al., 2007).

La solubilité des composés phénoliques est en fonction de leur degré de polymeérisation,
I’interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé.

L’acétone a été recommandé et frequemment employé pour l'extraction des composés
phénoliques (Falleh et al., 2008).

L’acétone aqueux 70% est deux fois plus efficace que 1’acétone pur, pour 1’extraction

des composés phénolique. (Vuorela, 2005)

Figure 19 : L'extrait acétonique du romarin

L’extrait L’aspect La couleur
Acétonique du romarin Poudre Vert militaire

Tableau 04 : L’extrait acétonique du romarin

B. Rendement des extraits

Le calcul du rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait

| R = (m/ mo) x100 |

obtenu et la masse de matiere végetale a traiter (Belyagoubi, 2006) :
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R : Rendement en extrait fixe en 0/100q.

M : Quantité d'extrait récupéré en q.

MO : Quantité de la matiére végétale utilisée pour I'extraction exprimée

Rendement de I’extrait acétonique du romarin

L’extrait Rendement
EAC 6,9

Tableau 05 : Rendement de I’extrait acétonique du romarin

L’extraction acétonique a été faite dans la présente étude apres avoir sécher la plante a
I’ombre et 1’avoir rendu en poudre. En fait, I'utilisation d’un matériel sec est recommandée du
moment que les flavonoides (particuliérement les glycosides) peuvent étre soumis a une
dégradation enzymatique quand le matériel végétal est frais ou non séché. De plus, les
fermentations microbiennes causées par I’humidité peuvent étre la cause de cette dégradation
(Seidel, 2005).

Le séchage de la plante a I’obscurité prévient les transformations chimiques telles que
I’isomérisation et la dégradation causées par les radiations ultraviolettes de la lumiere solaire
(Jones et Kinghorn, 2005).

L’utilisation de la poudre a la place de la plante entiere a pour but d’améliorer
I’extraction du fait de rendre 1’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

I11. Dosage phytochimique

A. Dosage des poly phénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin -
Ciocalteu selon la méthode citée par (Wong et al., 2006).
B. Principe
La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotomeétre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin-Denis ou généralement  Folin-

Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide
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phosphotungstique phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline (Wong
et al., 2006).

Brievement 200 ul de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a 1 ml
de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Les solutions ont été mélangées et incubées
pendant 5 minutes a 25 °C.

Apres I’incubation 800p | de la solution de carbonate de sodium Na2CO3 a 7.5 % (p/v) a
été ajoutée dans les tubes.

Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans I'obscurité a température
ambiante. L’absorbance de tous les extraits a été mesurée par un spectrophotométre a 760 nm.

A) Expression des résultats
La concentration des poly phénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage, €établie avec le standard étalon 1’acide gallique (5-200pg/ml) et exprimée en
microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mQ).

IV. Evaluation de ’activité antioxydante :

A) Test de DPPH

L’effet scavenger des extraits aqueux et méthanolique de vis-a-vis du radical DPPH est

évalue selon la méthode décrite par Que et ses collaborateurs (2006).
B) Principe :

Le DPPH (2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle) est un radical libre stable que nous avons
utilisé pour remplacer les radicaux libres produits par les cellules en réponses a des stress
internes ou externes. En présence d’un antioxydant, la couleur violette caractéristique du
DPPH virait au jaune et I’absorbance mesurée a 517 nm s’abaissait. L’ajout de différentes
dilutions des extraits a la solution de DPPH permettait de déterminer celle qui abaissait le
plus I’absorbance.

C) Mode opératoire

Un volume de 2 ml de la solution de DPPH (0.1mM) est mélangé avec 2 ml des
solutions d’extraits ou des antioxydants standards (acide ascorbique) a différentes
concentrations. Aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance est lue a 517 nm.

A I’eeil nu, la présence de ’activité antioxydante contre le DPPH se témoignait par le
virage de la couleur de ce dernier du violet initial au jaune Mais, la mesure de la valeur exacte

de cette activité était calculée selon 1’équation suivante :
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La concentration effectrice (EC50) définie comme la concentration de 1’échantillon qui

produit 50% d’effet piégeur du radical DPPH est détermineée.







Partie Expérimentale Chapitre 2 :Résultats et discussion

V. Reésultats et discussion :

A) Dosage Des Composés Phénoliques :

Les composés phénoliques comme les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins
sont considérés comme les contributeurs majeurs a la capacité anti-oxydant des plantes (Li et
al., 2007).

Ces composés possedent aussi diverses activités biologiques telles que les activités anti-
inflammatoire, antibactérienne, antivirale, antiallergique, antithrombotique et vasodilatatrice
qui peuvent étre reliées a leur activité anti- oxydante (Gulcin et al., 2010).

C’est la raison pour laquelle, les dosages des polyphénols totaux, des flavonoides et des
tannins de Rosmarinus officinalis ont été effectués dans cette étude.

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. C’est 'une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols, des plantes médicinales et les nourritures.

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode de Folin
Ciocalteu (Maisuthisakul et al.,2008).

La teneur de I’extrait acétonique du bulbe Rosmarinus officinalis en polyphénols est
déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage, établie avec le standard étalon 1’acide
gallique (5-200pg/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par
milligramme d’extrait (ng EAG/mg) par I’équation type : y = 0,0102x -0,0519 (figure 31).

La couleur bleue aprés 2h d’incubation confirme la présence des polyphénols qui ont
réduit le réactif folin-ciocalteu. L’intensité de la couleur qui varie entre le bleu clair et le

foncé est fonction de la teneur en polyphénols.
A) 2,5

y=0,0102x+ 0,0519
R?=0,9972 o

2 //
- //
os ¢/
T
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Figure 20 : Droite d’étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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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 1’essai utilisé. (Ozturk et al., 2007).

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

- Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, secheresse, sol,
agression et maladie ...etc. (Ebrahimi et al., 2008).

- Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de developpement de la
plante (Milia skas et al., 2004), le type de polyphénol, I’état de santé de fruit, la
méthode de récolte et de stockage (Stratif et al., 2007)

- La méthode d’extraction et la méthode de peuvent également influencer 1’estimation
de la teneur des polyphénols totaux (Lee et al, 2003).

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 (Piquemal, 2008).

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 ’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 (Balasunderamet al., 2006).

Extrait Acétonique
D0=0.627 Y=0.01x+0.05 X=57.6 Donc La Concentration Des
Composés Phénoliques Dans Cet Extrait Est 57.6 Ug EAG /Mg

B) Activité Antioxydante de I’extrait acétonique
Le pouvoir antioxydant est trés importante de fait du role délétere des radicaux libres
dans les systemes biologiques (Gulcin et al., 2010).
La méthode du radical DPPH est employée pour le criblage des molécules douées

d’activité antioxydante des extraits végétaux.
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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 (Gulgin
et al., 2010)

L’activité anti-radicalaire de nos extraits a été estimée avec la méthode de DPPH. Cette
méthode spectrophotométrique 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 (Burits Et Bucar, 2000).

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 1’échantillon a un effet Scavenger de
radical DPPH.

Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de ’absorbance induite
par des substances antiradicalaires (Majhenic et al.,2007 ; Locatelli et al., 2010).

Les valeurs obtenues ont permis de tracer une courbe ayant une allure exponentielle
avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH dans
sa forme non radicalaire.

A partir de cette courbe, nous pouvons déterminer les pourcentages d’inhibition obtenus
en fonction des concentrations utilisées ainsi que la valeur d’IC50 de I’extrait qui

correspondent a la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH.
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Figure 21 : variation de la densité optique en fonction de la concentration de I’acide

ascorbique
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Figure 22 : activité antioxydante de I’acide ascorbique par le test DPPH
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Figure 23 : activité antioxydante de I’extrait acétonique par le test DPPH 1C50=4.18

Les résultats obtenus par le test de DPPH sont présentés dans la figure. Ils montrent que
I’extrait acétonique du romarin a une activité antiradicalaire concentration-dépendante. Cela a
été Prouve par des auteurs ayant travaillé sur le romarin

Un effet antiradicalaire maximal de 99,9% est exercé par 1’extrait acétonique a de la
concentration de 10mg /ml. L’acide ascorbique, utilis€ comme un antioxydant standard a

montré un effet maximal de 100% envers le radical DPPH a une concentration de 200pg/ml.
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La concentration inhibitrice 1C50 a été calculée par la méthode de régression linéaire a
partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].

Ce paramétre est défini comme étant la concentration efficace de I’extrait capable de
piéger 50% des radicaux DPPH dans le mélange réactionnel, ou I’activité la plus forte
correspond & I’'IC50 la plus faible. Les résultats obtenus (I’PIC50= 4,18mg /ml).

Nos résultats suggeérent que 1’extrait de romarin contient des agents piégeurs des
radicaux libres agissant comme antioxydants primaires réduisent et décolorent le DPPH (De
Potter et Champ 1986).

L’action de ces antioxydants est supposée d’étre due a leur capacité de donation
d’atomes d’hydrogene ou d’électrons dérivée principalement de 1’hydroxyle du cycle A des
flavonoides (Le et al., 2007).

Les polyphénols contenus dans 1’extrait de romarin sont probablement responsables de
I’activité antioxydante de cet extrait.

Ces résultats, montre qu’il Ya une relation entre la teneur en polyphénols et ’activité
antioxydante des extraits et pourrait indiquer que les polyphénols sont responsables de cette
activité. Il est évident donc que la forte activité antioxydante enregistrée dans nos extraits est
attribuée leur richesse en composés phénoliques

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 CI50 et la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, a 1’opposé d’autre études n’ont
pas établie cette corrélation (Athamena et al.,2010 ; Mariole al.,2010).

Par ailleurs, il est bien établi que I’activité antioxydante est corrélée positivement avec
la structure des polyphénols.

Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé du groupements hydroxyles
présentent 1’activité antioxydante la plus élevée (Heimet al.,2002) due a leur pouvoir de
donner plus d’atomes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de pinedo et al.,2007), ce qui
peut expliquer en partic 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 polymérisation (Popovici et al., 2010).

Ainsi, I’effet antioxydant n’est pas seulement dose-dépendant mais également structure-

dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010)







Conclusion

L’étude et 1’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a

augmenté considérablement en Algérie. Ceci montre que les molécules isolées a partir des

plantes medicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées comme thérapie

alternative ou comme modele pour la synthése de nouvelles substances bioactives.

Dans ce contexte, la présente étude a porté sur I’étude phytochimique et biologique

d’extrait acétonique d’une plante médicinale IE ROMARIN. Utilisée empiriquement dans la

pharmacopé traditionnelle locale, pour le traitement de diverses maladies. A la lumiére des

résultats obtenus, il ressort de notre travail les points suivants :

Le solvant utilisé, 1’acétone, donne géneralement de meilleurs rendements d’extraction
(6,9%) et de ce fait est trés utilisées par rapport aux solvants, et le plus efficace.
En terme général, I’extraction des composés phénoliques a partir de la matiére végétale 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 granulométrie et du
temps de macération.
Le dosage des composés phénoliques totaux selon spectroscopique (UV) dU ROMARIN,
contient 15+0,225 ug EAG/mg d’extrait, exprimé en pg équivalent de 1’acide gallique par
milligramme.
On a constat¢ que I’extrait acétonique du ROMARIN testé¢ présente une activité
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). Cependent, I’intensité de ’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 1’activité antioxydante dU ROMARIN
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
métabolites secondaires afin de tirer le maximum de ces molécules, et les utilisées pour
I’intérét de la santé humaine.
Les antioxydants naturels des especes 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.




Conclusion

LE ROMARIN, posséde des innombrables propriétés biologiques parmi lesquelles les
activités antioxydante, qui étudiée dans ce mémoire donne des résultats préliminaires et
nécessite des études complémentaires approfondies. Par ailleurs, Ils seraient nécessaires :

e De caractériser et d’isoler la ou les molécules potentiellement antioxydantes des
fractions les plus actives.

e Valorisation et Caractérisation quantitative des composés polyphénoliques issus de
différentes sources.

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

idustriel.
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