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Introduction

Introduction

Depuis I’antiquité, I'homme a utilise diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter 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 a base de plantes en tant que soins de santé primaire (Lhuillier,
2007).

Les plantes médicinales sont considérées comme une source premiére essentielle pour la
découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments
(Maurice, 1997).

Le romarin (Rosmarinus Officinalis) une herbe aromatique de la famille des Labiées,
appréciée  pour ses  propriétés  aromatiques, antioxydantes, antimicrobiennes,
antispasmodiques, emmeénagogues et anti-tumorales, largement utilisée en médicine
traditionnelle, elle fait 1’objet de récentes recherches dans les domaines pharmaceutiques,

cosmeétiques et agro-alimentaires (Atik Bekkara et al., 2007).

Cette plante contient un grand nombre de substances qui ont des intéréts multiples mis a
profit dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie, Parmi ces composes

on retrouve, les alcaloides, les tannins, les terpenes et les flavonoides (Bahorun, 1997).

Le choix de Rosmarinus Officinalis L., est venu du fait de sa large propagation et de sa
grande utilisation par I’humanité en médecine traditionnelle en raison de ses diverses

propriétés thérapeutiques.
Dans ce contexte, I'objectif de ce travail est de :

Mettre en évidence et détection des métabolites secondaires par réalisation du screening

phytochimiques de I’extrait aqueux de 1’espéce de Rosmarinus Officinalis.
L’estimation de teneur de cette espece végétale en composés actifs essentiels.
Notre mémoire comporte deux parties principales, a savoir :

Dans la premiére partie, nous aborderons les différentes connaissances bibliographiques
sur Rosmarinus officinalis, des métabolites secondaires, ainsi que [’activité biologique

antioxydante et antibactérienne.

Dans la partie expérimentale, nous développerons dans le premier chapitre le materiel

biologique et méthodologie du travail utilisée au laboratoire.
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Le deuxiéme chapitre sera consacré aux résultats obtenus dans notre étude suivie des
discussions. Et enfin une conclusion avec des perspectives vient étoffer 1’ensemble de notre

travail.
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Chapitrel Généralités sur la Plante et les métabolites secondaires

1.1. Généralités sur la plante

1.1.1. Présentation de Rosmarinus officinalis

Le Rosmarinus officinalis (romarin) est un arbuste aromatique appartient a la famille
des lamiacées (labiées) qui est connus depuis 1’oligocéne. C’est 1'une des familles les plus
répandues dans le bassin méditerranéen et spécialement en Algérie. Elle comprend plus de

3300 especes et environ 200 genres (Bruneton, 1993).

Le romarin posséde de nombreuses vertus phytothérapiques et est aussi une herbe

condimentaire, ainsi qu’un produit utilisé en parfumerie (Akroum, 2006).

Le nom latin Rosmarinus est interprété, comme dérivé "ros" de la rosée et "marinus"

d'appartenir a la mer, bien qu’elle se développe loin de la mer (Heinrich et al., 2006).

1.1.2. Description botanique

Le romarin (Rosmarinus officinalis), plante peut atteindre jusqu'a 1,50 m de hauteur. I
est facilement reconnaissable en toute saison a ses feuilles persistantes sans pétiole, coriaces,
beaucoup plus longues que larges, aux bords Iégerement enroulés, vert sombre luisant sur le
dessus, blanchatres en dessous. Leur odeur, trés camphrée. La floraison commence des le
mois de février et se poursuit jusqu'en avril- mai. La couleur des fleurs varie du bleu pale au
violet. Comme pour la plupart des lamiacées, le fruit est un tétrakene (de couleur brune)
(Zermane, 2010). (Figure 1)

Figure 1. Feuilles et fleurs de Rosmarinus officinalis L. (Bousbia, 2011)
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1.1.3. Classification botanique

La classification de 1’espéce Rosmarinus officinalis est comme suit: (Tableau 1)

Tableau 1.Classification botanique de Rosmarinus officinalis L. (Quezel et Santa, 1963)

Regne Plantes
Embranchement Spermaphytes
Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales (Labiales)
Famille Lamiaceae
Genre Rosmarinus
Espéce Rosmarinus officinalis L.

1.1.4. Distribution géographique

Le romarin spontané qui pousse sur le bassin méditerranéen, est souvent cultivé dans les
jardins comme cl6ture, trés exigeant en lumiéres et en chaleur, et résistant a la sécheresse. Le
romarin est une plante des coteaux arides, garrigues et lieux rocheux de la région
méditerranéenne et méme un peu plus au sud jusqu’aux confins sahariens (Boullard, 2001).A

I’état sauvage il se trouve sur des sols calcaires (Escuder, 2007).

1.1.5. Composition chimique du romarin

Rosmarinus officinalis L. contient de 1 & 2% d'huile essentielle. Celle-ci renferme du
I’a-pinene (7 a80%), de la verbénone (1 a 37%), du camphre (1 a 38%), de I’eucalyptol (1 a
35%), du bornéol (4 a 19%), de I’acétate de bornyle (jusqu’a 10%) et du camphéne
(Bellakhdar, 1997).En plus de I'huile essentielle on trouve dans le Romarin: des flavonoides,
des tannins, des diterpenes tricyclique, des triterpenes, et des acides phénols, dont 1’acide
rosmarinique (Debuigne et Couplan, 2009) et de la résine (Beloued, 1998).

1.1.6. Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques du romarin
Cette plante est utilisée en médicine en raison de ses différentes propriétés :

-Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres

respiratoires (Lemonica et al., 1996).
-Anti bactériennes, antimutagéniques, anti oxydantes (Ibenez et al., 2000).

-Anti-inflammatoires, antimétastasiques (Cheung et al., 2007).
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-Inhibition de la genése des tumeurs mammaires et la prolifération des tumeurs cutanées
(Singletary et al., 1991).

-D’autres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases

d'initiation et de promotion de cancérogenése (Offord et al., 1995).

-Selon Aruoma et al. (1996), le carnosol du romarin posséde une activité antivirale
contre le virus du SIDA (HIV). alors que 1’acide carnosique a un effet inhibiteur tres puissant
contre la protéase de HIV-1 (Paris et al., 1993).

1.1.7. Utilisation du Romarin

1.1.7.1. Utilisation en Phytothérapie

L'extrait agit sur les ulcéres, et les dermatoses parasitaires. L’huile essentielle du
romarin soulage les troubles rhumatismaux et de la circulation sanguine. Ainsi, elle soigne les
blessures, soulage les maux de téte, améliore la mémoire, combat les effets du stress et de la
fatigue, et traite l’inflammation des voies respiratoires. Le romarin est un stimulant,
antispasmodique, cholagogue. En cas de dyspepsies atoniques, les fermentations intestinales,
les asthénies, le surmenage, les états des fievres, de la grippe. Il est aussi un emménagogue,

un diurétique, un anti-VIH, et anti-cancer (Bousbia, 2011).

1.1.7.2. Utilisation alimentaires

Le romarin est un aromate apprécié, aux utilisations culinaires diverses, dans les soupes,
les marinades, sur les grillades sous forme de feuilles séchées. Aussi pour parfumer les flans
et les confitures (Akroum, 2006).Les extraits du romarin présentent un pouvoir antioxydant et
peuvent étre appliqués a la conservation des aliments (Zoubeidi, 2004).

1.1.7.3. Utilisation cosmétique
L'extrait des feuilles est largement utilisé dans les cosmétiques, il entre dans la
composition de plusieurs produits tels que les savons, les détergents et les parfums. Le niveau

d’utilisation maximal signalé est de 1% (Khan et Abourashed, 2010).

1.1.8. Précautions
L'huile de romarin augmente la pression sanguine dans le cas d’une pression artérielle
élevée, il peut étre irritant pour la peau sensible. L’huile de romarin peut déclencher des crises

d'épilepsie chez les personnes sensibles (Wilson, 2002).
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1.2. Les métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en

trois grandes familles: Les polyphénols, les terpénes, les alcaloides (Lutge et al., 2002).

1.2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques regroupent un ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyle, en plus
d’autre constituants. Il existe différentes classes, notamment : les acides phénoliques, les

flavonoides, les tanins (Bessas, 2008).

1.2.1.1. Les flavonoides

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phénoliques. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux. lls interviennent aussi
dans les processus de défense contre le rayonnement UV et les attaques microbiennes
(Bruneton, 2015).Ces molécules ont un poids moléculaire faible, représentées par 15 atomes
de carbones arranges comme suit : C6-C3-C6 composés de deux noyaux aromatiques A et B,
liés par un pont de 3 carbones souvent sous forme d'un hétérocycle C (Nagendran, 2006)
(Figure 2)

Figure 2. Structure de base des flavonoides
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1.2.1.2. Tannins

Les tanins sont des composés ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000
Da et qui présentent, a c6té des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les
alcaloides, la gélatine et d’autres protéines. Sur le plan structural, on distingue les tanins
hydrolysables, esters d'acide phénolique, des tanins condensés plutdt des polymeéres de
polyhydroxyflavan-3 ols (Fogliani, 2002).

1.2.1.3. Les quinones

Les quinones sont des noyaux aromatiques avec deux substitutions cétoniques (Arif et
al., 2009). Elles sont ubiquitaire dans la nature et sont fortement réactifs. Ce sont des
substances colorées responsables de la réaction de brunissement dans les fruits et végétaux

coupés ou lésés (Cowan, 1999).

1.2.2. Alcaloides

Un alcaloide est un composé organique d'origine azoté, plus ou moins basique, de
distribution restreinte et doté, a faible dose de propriétés pharmacologiques marquées. Le
regroupement d'un tel ensemble est par ailleurs confirmé par des réactions communes de

précipitation avec les « réactifs généraux des alcaloides» (Bruneton, 2009).

1.2.3. Les terpenes

Les terpénes sont classés dans la catégorie des métabolites secondaires. Leur
classification est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base isopréne (a 5 atomes de
carbone) (Harkati, 2011).0n distingue : les monoterpenes en C 10, les sesquiterpenes en C15,

les diterpénes en C 20, les triterpenesen C30et tétraterpenes en C 40(Rahmani, 2017).

1.2.4. Les saponines
Les saponines sont rencontrées chez de nombreux végétaux qui doivent leur nom au fait
qu’elles moussant en solution aqueuse. Elles constituées d’un groupe aglycone de nature

triterpéniques ou stéroidique et d’une ou plusieurs chaines glycosidiques (Sparg et al, 2004).
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2.1. Activité antioxydant
2.1.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se re-

apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules (Dacosta, 2003).

Les radicaux libres sont produits par des sources variées : la pollution, la cigarette, le
rayonnement UV, le métabolisme cellulaire (activité mitochondriale, réactions enzymatiques),

I'inflammation et les métaux toxiques (Favier, 2006).

2.1.2. Le stress oxydatif
Le stress oxydant est définit comme un déséquilibre de la balance entre les systemes de
défenses antioxydants et les pro-oxydants (Meda et al., 2013), Il peut se produire en raison de

la surproduction d'oxydants ou la diminution de la défense antioxydant (Ece et al., 2007).

2.1.3. Conséquences du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut causer des dommages se traduisent par diverses altérations
biochimiques intracellulaire telles que I’oxydation de I’ADN, des protéines, et la peroxydation
des lipides (Cook et al., 2003).

Le stress oxydatif est impliqué dans de trés nombreuses pathologies telles que le cancer,
vieillissement accéléré. Il est un des facteurs de genese de maladies telles que la maladie

d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 1997).

2.1.4. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au
niveau cellulaire des concentrations non cytotoxiques de ROS. On distingue au niveau des
cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Favier,
2003).

2.1.4.1. Les antioxydants enzymatiques

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué principalement de trois
enzymes : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)
(Awvissar et al., 1989).Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire
au niveau de I'anion superoxyde Oz.-et du H202, conduisant finalement a la formation de I'eau

et de I'oxygene moleculaire (Figure 3).
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Figure 3. Mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxification enzymatique (Kebili, 2016)
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2.1.4.2. Antioxydants non enzymatiques
La plupart de ces composants ne sont pas synthétisés par 1’organisme et nécessitent étre
apportés par I’alimentation. Dans cette catégorie d’antioxydant, nous retrouvons les

oligoéléments, les vitamines E et C et les polyphénols (Kanoun, 2011).

2.2. Activité antibactériennes
2.2.1. Généralité

La thérapeutique des infections bactériennes se basé¢ sur 1’usage des antibiotiques. La
prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut entrainer la sélection
de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la découverte de
nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux médicaments a base des

plantes (Yakhlef, 2010).

2.2.2. Les principales substances antibactériennes
2.2.2.1. Les antibiotiques

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle, semi-synthétique ou
synthétique, capable a faible dose de tuer ou d'inhiber spécifiquement la croissance du germe

par un mecanisme particulier jouant sur ses mécanismes vitaux (Okusa Ndjolo., 2012).

2.2.2.2. Les composés phénoliques
Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité

vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des
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enzymes hydrolytiques ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiennes, les

protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).

D’autre mécanisme d’action de polyphénols sont représentées dans la séquestration du
substrat nécessaire a la croissance microbienne ainsi que I’inhibition du métabolisme
microbien (Mila et Scalbert, 1994).

2.2.3. Méthodes de détermination de I’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne d’une substance peut étre mise en évidence, in vitro, par un
grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu’en milieu liquide (El

kalamouni, 2010).

2.2.3.1. Aromatogramme

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des
disques. (Pibiri, 2006).

La technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différentes
substances a tester, puis déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencés avec
une suspension de la bactérie a étudier. Apres incubation, les colonies se developpent a la
surface de la gélose laissant des zones d’inhibition autour des disques (Biyiti et al., 2004).Plus
le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a 1’antibiotique. Plus il est

petit, plus la bactérie est résistante (Pibiri, 2006).

2.2.3.2. Méthode de dilution

La méthode de dilution est généralement utilisée pour la détermination des
concentrations minimales inhibitrices. Dans le milieu de culture, des volumes d'extraits sont
introduits pour des concentrations précises puis ce milieu est inoculé par les microorganismes
par la suite. Apres incubation, la CMI est déterminée (Eloff, 1998). La lecture peut-étre
visuelle ou a I’aide d’un spectrophotométre, le degré d’inhibition est en rapport avec la
turbidité du milieu (Hellal, 2011).
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3.1. Matériel
3.1.1. Matériel végétal

La plante Rosmarinus officinalis (la partie aérienne) a été recoltée au mois de Janvier
2020 de la région Ain Zaatout, Wilaya de Biskra (figure 4). La plante a été séchée a 1’abri de
la lumiere pendant deux semaines. Une fois séchée le matériel végétal a été broyé a 1’aide
d’un moulin électrique, puis conserves a I’abri de la lumiere jusqu’a son utilisation. Le broyat

obtenu est alors soumis a I’extraction aqueuse.

Figure 4. Rosmarinus officinalis de la région d'Ain Zaatout

3.1.2. Présentation de la région d’étude
Ain Zaatout est un village situé a latitude 35,14°Nord et longitude 5,83°Est entre les

wilayas de Biskra et Batna au sud du massif montagneux des Aures.

Ain Zaatout distante de 50 Km au Nord de la wilaya de Biskra, aux limites des

communes d’El Kantara et Djemmourah, d’un coté, et d’autre, la commune de Menaa et
Maafa (Djezzar, 2017). (Figure 5)

11
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N'Gaous Batna

Biskra

Figure 5. Carte geographique de la région d'étude Ain Zaatout Wilaya de Biskra (Site web1)

3.2. Méthodes
3.2.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique a été réalisé sur ’extrait aqueux par des réactions usuelles

a I’aide des réactifs de caractérisation classique (Bruneton, 2009).

Les différentes techniques de détection utilisables pour un screening des composés
actives doivent étre simples, rapides, reproductibles et sensibles. Ces méthodes sont donc
qualifié a la détection de quelques groupes chimiques (alcaloides, tanins, flavonoides,
saponines, terpenes, composés réducteurs,...). Elles n’ont d’ailleurs qu’une valeur indicative,
et une affirmation ultérieure par des méthodes plus précises et plus sélectives est
indispensable (Wagner et Bladt, 1996).

> Préparation de ’infusion
D’apres Waller et al. (2017), une quantité¢ de 10 grammes de poudre a été infusée dans
100 ml d'eau distillée préalablement portée a ébullition dans un Erlermeyer et laissé a
température ambiante soit 15 min puis filtré a 1’aide d’un papier filtre, le filtrat isolé

représente 1’infusé.

3.2.1.1. Test des alcaloides
On ajout 2 ml de réactif de Wagner (2g d’iodure de potassium KI + 1,27 g d’iode I2
+100 ml d’eau distiller) a 2 ml de I’infusé. L'apparition d’un précipité blanc jaune indique la

présence des alcaloides (Chaouch, 2001).

12
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3.2.1.2. Test des Flavonoides
Dans un tube a essai, Iml de I’infusé¢ a tester a ét¢é mélangé avec 1 ml d’acide
chlorhydrique (HCI) concentré et 3 copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration

rose, rouge orange ou jaune indique la présence des flavonoides (Harborne, 1998).

3.2.1.3. Test des Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 2 ml de I’infusé aqueux, 1 a 2
gouttes de solution de chlorure ferrique (FeCI3) diluée a 0,1%. L’apparition d’une coloration
vert foncée indique la présence des tanins condensés ou bleu vert indique la présence des

tanins hydrolysables (Harborne, 1998).

3.2.1.4. Test des quinones

A 2 ml de l'infusé, I’ajout de quelques gouttes de NaOH & 10%, Le virage de la couleur
de la phase aqueuse au jaune, rouge ou violet témoigne de la présence des quinones (Dohou,
2004).

3.2.1.5. Test des saponines
A 1 ml de l'infusé aqueux, on a ajouté quelques volumes d'eau distillée dans un tube &
essai. La solution a été agitée vigoureusement et 1’apparition d’une mousse persistante stable

pendant 20min témoigne la présence des saponines (Sabri et al., 2012).

3.2.1.6. Test des terpénoides

La détection des terpénoides est mis en évidence par I’ajoute a 2 ml d’infusé, 2 ml
d’acide anhydride, ensuite nous avons ajouté 1ml d'H2SO4 au fond du tube sans agitation. La
formation d’une coloration brune rougeétre a 1’interface du I’extrait révéle la présence des

terpénoides (Harborne, 1998).

3.2.1.7. Test des composés réducteurs

Introduire 1 ml d’infusé dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5ml
réactif A et 0,5ml réactif B) et incuber I’ensemble 8 min. dans un bain marie bouillant.
L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs (Azzi,
2013).

3.2.1.8. Test des huiles volatiles

A 2 ml d'infusé, I’ajout de 0,1 ml d'hydroxyde de sodium (10%) et quelques gouttes de
HCI dilué a 10%, la formation d'un précipité blanc indique la présence d'huiles volatiles
(Mojab et al., 2003).
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3.2.2. Procédé d’extraction
3.2.2.1. Préparation de I’extrait aqueux

L’extrait aqueux brut de la plante étudiée est obtenu par la décoction.

50g de poudre de Rosmarinus officinalis L. a été pesé et mélangé avec cing cents
millilitre (500 ml) d'eau distillée dans un erlenmeyer et bouilli pendant 30 minutes. Ensuite on
le refroidit puis filtré a I’aide d’un papier filtre. Pour 1’évaporation de 1’eau distillée, le filtrat
est placé dans 1’étuve a 45°C jusqu’a 1’obtention d’un extrait, conserve par la suite a + 4°C

jusqu’a son utilisation (Dorman et al., 2003).

3.2.2.2. Détermination du rendement

Le rendement en extrait sec est définit comme €tant le rapport entre la masse de I’extrait
sec obtenue et la masse du matériel végétal traité en gramme. Ce rendement est calculé via
1I’équation :

R (%)= (M/MO0) x 100

R (%): Rendement exprimé en %.
M: Masse en g de I’extrait sec résultant.

MO: Masse en g de la matiére végétale initial utilisée pour I’extraction (Carré, 1953).

3.2.3. Tests quantitatifs
3.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique de Folin-
Ciocalteu selon la méthode cité par Juntachote et al. (2006).

a) Principe

L’ensemble des composée phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier, est de couleur jaune, constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolibdique (H3PMo012040), il est réduit lors de I’oxydation des
phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (Mo0gO2s3)
(Ribereau-Gayon et al., 1968).

La coloration bleue produite est proportionnelle au taux de composés phénoliques
présents dans le milieu, et posséde une absorbance maximale & environ 760 nm (Ojeil et al.,
2010).
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b) Mode opératoire

Un volume de 0.5 ml de I’extrait de Rosmarinus officinalis L. est introduit dans des
tubes a essais, contenant Sml d’eau distillée et bien mélangé, puis le mélange (0.5 ml du
réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Laisser reposer 3min et 0,8 ml de carbonate de
sodium NaxCOsza 7.5%) est additionné. Les tubes sont agités et conservés durant une heure a

la température ambiante et & I’abri de la lumiére.

L’absorbance est mesuré¢ a 760 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotometre UV-
VIS. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires

en utilisant 1’acide gallique comme contréle positif (Juntachote et al., 2006).

~N-N-J-]=
Y iaad | \

L)

Figure 6. Dosage de polyphénols totaux
c) Expression des résultats
La concentration en polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de
régression linéaire (y=axtb), établie de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. Comme

standard de référence, dans les mémes conditions que 1’échantillon.

Les résultats sont exprimés en mg d’équivalents d’acide gallique par g d’extrait sec de

la plante (mg EAG /g d’extrait sec de la plante).

3.2.3.2. Dosage des flavonoides
La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par (Djeridane et al., 2006) ainsi

que (Boudiaf, 2006) est utilisé pour quantifier les flavonoides dans 1’extrait.
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a) Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle(OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux
(aluminium). Le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d’oxygene de la

molécule phénolique, agissant comme donneur d’¢lectrons (Ribereau-Gayon, 1968).

b) Mode opératoire

1 ml d’extrait de Rosmarinus officinalis L. est ajouté a 1 ml de solution méthanolique de
trichlorure d’aluminium (AICI3 a 2%), le mélange est vigoureusement agité, puis 1’ensemble
sont incubée une 10 min a température ambiante & 1’obscurité. Effectuer la méme opération

pour le standard (quercétine) a différentes concentrations, 1’absorbance est lue a 430 nm.

Figure 7. Dosage des flavonoides

c) Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été établie en fonction d’une courbe d’étalonnage
lineaire (y=ax+b) réalisé par un standard etalon la quercétine a différentes concentrations dans
les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en microgrammes

d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).
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Résultats et discussion

4.1. Screening phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur ’extrait aqueux de Rosmarinus

officinalis L. sont mentionnés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 2. Résultats de screening phytochimique de Rosmarinus officinalis L.

Meétabolites secondaires Observation Résultats
Alcaloides +++
Flavonoides +++
Condensés
Tanins +++
Hydrolysables
Terpénoides ++
Quinones +++
Saponines +++
Sucres réducteurs +
Huiles volatiles
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(+++): indique relativement une forte présence.
(++): indique relativement une présence moyenne.
(+): indique relativement une faible présence.

(-): indique relativement une absence

D'aprés les résultats obtenus dans le tableau 2, notre étude montre la présence des
alcaloides, flavonoides, terpénoides, tanins condensés, saponines, composés reducteurs, et
quinones. Seule les huiles volatiles étaient absentes dans I’extrait aqueux de Rosmarinus

officinalis.
a) Les alcaloides

Les alcaloides dont leur présence est confirmée par l'apparition d’un précipité blanc
jaune en quantité importante dans I’extrait aqueux, Ceci indique que Rosmarinus officinalis
est riche en alcaloides. Ces résultats montrent une contradiction avec les résultats de

Makhloufi (2013) qui a jugé I’absence de ces métabolites dans la plante étudié.

Selon N’Guessan et al. (2009), les alcaloides présentent des activités anti-spasmodique,

anti-rhumatismal, analgésique et anticancéreuse. Leur effet laxatif est aussi révélé.
b) Les flavonoides

Notre étude montre le virage de la couleur au rouge orangé ce qui signifie la forte
présence des flavonoides. Nos résultats sont en accord avec les travaux de Fadili et al. (2015)
et Gonzalez-Trujano et al. (2007). Et au méme pour les travaux de Johar et al. (2015) qui

indique une présence moyenne des flavonoides dans les feuilles de Rosmarinus officinalis.

Ces composés jouent des roles tres importants dans les plantes, dont elles protegent les
plantes contre le stress hydrique. Les flavonoides reconnus par de nombreuses activités
biologiques, ils protégent les alimentes d’origine végétale de 1’oxydation, ce sont des

antioxydants réputés pour leur action anti radiculaire (Makhloufi, 2013).
c) Les tanins

Pour le test des tanins, le virage de la couleur au vert foncé, ce qui signifie la forte
existence des tanins condensés (catéchiques), et 1’absence des tanins hydrolysables dans
I’extrait aqueux de Romarin. Makhloufi (2013), Johar et al. (2015) et Gonzalez-Trujano et al.
(2007) indiquent la richesse de Rosmarinus officinalis en ces métabolites.
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Selon Iserin (2001), les tanins permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre
les infections. Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits
au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a
pour conséquence de stopper la réaction en chaine de I’auto oxydation des lipides (Makhloufi,
2013).

d) Les quinones

Le tableau 2 illustre également le contenu de 1’extrait en quinones libres. Ces derniers
sont confirmés par le virage de la couleur au rouge dans le milieu réactionnel. Les résultats
enregistrent de forte présence de ces composés dans le la plante. Nos résultats sont en accord
avec les travaux de Fadili et al. (2015) et Makhloufi (2013).

Les quinones ont un effet irritant et laxatif sur le gros intestin, en provoquant des
contractions des parois intestinales, simulant les évacuations et facilitant ainsi le transit

intestinal, cela explique I’effet stomachique du romarin (Makhloufi, 2013).
e) Les terpénoides

Le tableau n°2 laisse constater que 1’extrait du la plante renferme des terpénoides. Ces
derniers sont confirmés par 1’apparition d’une coloration brune rougeéatre a I’interface, ce qui
indique une présence moyenne de ces métabolites dans la plante. Selon les tests effectués par
Fadili et al. (2015) et Johar et al. (2015), qui ont trouvés que les terpénoides semblent

faiblement présents dans le romarin.

Les terpénoides connus par leurs propriétés antibactérienne et cardiotonique (Saad,
2017) et participent dans la protection contre les agressions des champignons (Makhloufi,
2013).

f) Les saponines

Le test de saponines indique I’apparition de mousse plus de 1cm de hauteur, confirme la
forte présence des saponines dans la plante. Nos résultats sont en accord avec les travaux de
Johar et al. (2015) et de Makhloufi (2013), qui indiquent la richesse de Rosmarinus officinalis

en ces métabolites.

La plante est tres riche en saponines, ces molécules ont des propriétés analgésiques,

anti-inflammatoires et anti-cedémateuse (Roux et Catier, 2007).
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g) Les composés réducteurs

Notre étude montre que la présence des composés réducteurs est révélée par I’apparition
d’une coloration rouge brique intense, ce qui signifie une présence importante de ces

composés, ce qui infirme les travaux de Fadili et al. (2015) et de Johar et al. (2015).

Selon Makhloufi (2013), le contenu de Rosmarinus officinalis en composés reducteurs

peut étre le raison de I’effet antioxydant élevé de romarin.
h) Les huiles volatiles

Ce type de métabolite montre une absence dans I’extrait aqueux. Une étude de
Makhloufi (2013) a trouvé que le Rosmarinus officinalis contient des huiles volatiles, par

contre que I’extrait aqueux de cette plante ne contient pas des composés volatiles.

Enfin, la présence de ces composés biologiqguement actifs au niveau de la partie
aérienne de Rosmarinus officinalis illustre leur utilisation par les populations dans le

traitement de diverses maladies (Saad, 2017).

4.2. Le rendement d’extraction
Pour I’obtention d’un extrait & partir de poudre de la partie aérienne de Rosmarinus

officinalis nous avons réalisé une extraction aqueuse (par décoction).

L’extraction des composes phénoliques de la plante étudiée, nous a permet de

déterminée le rendement de I’extrait brut sec (Tableau 3).

Tableau 3. Rendement de I'extrait aqueux du Rosmarinus officinalis L.

Extrait Aspect Couleur Rendement %

Aqueux Poudre Brun claire 17,4

Le résultat obtenu lors de cette étude montre que ’extrait aqueux du Rosmarinus

officinalis L. a donné un rendement important de 17,4%.

Dans une étude réalisée par Shama et al (2014) qui a travaillé sur Rosmarinus officinalis
L., originaire de Sudan, Des résultats trouvés pour le rendement de 1’extrait aqueux étaient de
24.3%, et une étude réalisée par Dorman et al. (2003) ont trouvé que le rendement des extraits
aqueux de Rosmarinus officinalis L., originaire de Finlande égale a 24%. Ces résultats sont

supérieurs a nos résultats (17,4%).

20




Chapitre 4 Résultats et discussion

Dans une autre étude de Hoefler (1994) qui a réalisé I’extraction aqueuse sur la méme
espece, il a obtenu des rendements de 1’ordre de 14,3 % et 16,2% des deux régions :
Montrichard et St Arty /Caderonne en France a été récoltée en juin, et une étude réalisée par
Tsai et al. (2007) sur la méme espéce Rosmarinus officinalis L., les résultats trouvés montrent
que I’extrait aqueux a donné un rendement de 16.3 %, cela signifie que notre résultat reste

proche a ces travaux.

D’une manicre générale, le rendement de la méthode d’extraction dépend de plusieurs
facteurs tel que le temps d’extraction, la température, ainsi que la localisation géographique,
la période de récolte, le climat et la durée de stockage (SU et al., 2006). Et aussi il dépend de
nature du solvant utilisé (Zhao et al., 2006) et la méthode d’extraction appliquée (Wojdylo et
al., 2007).

4.3. Détermination des composés phénoliques
4.3.1. Teneurs en polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de 1’extrait aqueux de Rosmarinus
officinalis est faite par I’utilisation de réactif de Folin Ciocalteu selon la méthode de
Juntachote et al. (2006).

Cette quantification est réalisée a partir d’une courbe d’étalonnage représentant les
absorbances des différentes concentrations de 1’acide gallique considéré comme un standard
(0,001-0,1mg/ml), et déterminé par 1’équation de type : y = 8,737 x + 0,042 sachant que le
coefficient de corrélation est : R2 = 0,973 (Figure 6). Les résultats sont exprimées en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG /g).
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Figure 8. Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux de I’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis est de

749 mg EAG/g d’extrait. Le résultat montre que 1’extrait aqueux est tres riche en polyphénols.

Par ailleurs, la teneur en polyphénols des feuilles de Rosmarinus officinalis Francaise
trouvées par Kosar et al. (2005), et par Aljabri (2020) pour I’extrait aqueux sont faibles par
rapport a notre résultat, avec des teneurs de 200 mg EAG/g et 211 mg EAG/g d'extrait

respectivement.

La teneur d’extrait aqueux de romarin est supé€rieure et trés loin a celle de Dorman et
al (2003) et Chen et al. (2007) qui ont trouvés une teneur en polyphénols de 185 mg EAG /g,
et de Megateli et Krea (2018) qui a été trouvé que la teneur de romarin prélevé de la région
de Medea de 127.87 + 2.1 mg EAG/g, par contre Tsai et al. (2007) a montré de teneur trop

basse en comparaison a notre valeur (98.7 £ 5.9 mg EAG /g).

Salama et al. (2018) a été trouve que la teneur des polyphénols dans I’extrait aqueux de
romarin prélevé de la région de Cairo (Egypt) est égale a 33 + 1.20 mg EAG/qg, et par Tawaha
et al. (2007) : 48.9 + 2.3 mg EAG /g. les deux sont relativement pauvres en polyphénols.

le réactif du Folin-Ciocalteu dans le milieu réactionnel est tres sensible a la reduction de
tous les groupes d’hydroxyles non seulement dans les composés phénoliques, mais aussi dans
certains sucres et de protéines (Vuorela et al., 2004).
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Selon Tawaha et al. (2007), Le dosage colorimétrique par ce réactif donne une
estimation brute de tous les composés phénoliques présents dans I’extrait. Ce n'est pas
spécifique aux polyphénols, mais de nhombreux composes interférents peuvent réagir avec le

réactif, donnant des concentrations phénolique apparentes élevées.

La teneur elevé en polyphénols dans I’extrait aqueux est liée a la solubilité élevée des
phénols dans les solvants polaires. La variabilité de teneur des composons phénoliques est
peut étre due a la saison de récolte, la localisation geographique (Bentahar et al., 2012), et a
I’age de la plante, plus la plante est jeune plus le taux des composés phénoliques qui y sont

présents est élevé (Leclerc, 1994).

4.3.2. Teneurs en flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI5) decrite par Djeridane et al. (2006) et Boudiaf (2006).

La teneur de flavonoide de I’extrait a été¢ obtenu a partir de la courbe d’étalonnage
représentant les absorbances des différentes concentrations de la quercétine considéré comme
un standard (0,39-50ug/ml), et déterminé par 1’équation de type : y = 0,017 x + 0,011 sachant
que le coefficient de corrélation est : R2 = 0,998(Figure 7). Les résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).
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Figure 9. Courbe d'étalonnage de la quercétine pour dosage des flavonoides
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Les teneurs en flavonoides de I’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis est de 416 pg

EQ/mg d’extrait. Le résultat montre que I’extrait aqueux est trés riche en flavonoides.

Une étude réalisee par Tsai et al. (2007) qui trouve un teneur de 128+0.8 ug EQ/mg,

différent et trés faible par rapport a notre résultat.

Les teneurs rapportées par Megateli et Krea (2018) en flavonoides de 1’extrait aqueux
de la méme espéce de la région Medea est de: 14.48 + 1.5 mg EQ/g, et par Aljabri (2020) :
4.32 mg EQ/g sont trop basse en comparaison a notre teneur (416ugEQ /mg).

D’aprés boussahel (2011), les flavonoides représentent les composés majoritaires des
polyphénols, cela indique que les teneurs élevées en composés phénoliques sont logiques par

comparaison aux flavonoides.

D’une maniére général, la biosynthése des métabolites secondaires d’une plante tels que
les polyphénols, et leur concentration peut étre liee aux conditions climatiques difficiles (la
température élevée, exposition solaire, sécheresse et la salinité). En effet, le contenu
phénolique d'une plante dépend d'un nombre de facteurs intrinseques (génétiques) et

extrinseques (environnement, manipulation et stockage) (Falleh et al., 2008).
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Conclusion

Depuis I’antiquité les plantes font partie de la vie humaine, dans leur nourriture et leur
usage thérapeutique. De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales
parmi lesquelles Rosmarinus officinalis, qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines & savoir en médecine, pharmacie, cosmétique et 1’alimentaire. Ces plantes
médicinales restent toujours la source fiable des substances bioactives connus par leurs

propriétés thérapeutiques.

L’extraction aqueuse de la plante séche de Rosmarinus officinalis permettant 1’obtention

d’un rendement important de 17.4%.

D’aprés 1’analyse qualitative effectuée par les tests phytochimiques il s'est avéré que
Rosmarinus officinalis L., est une plante riche en métabolites secondaires : alcaloides,
flavonoides, tanins (condenses), les quinones, terpenes, saponines et composes réducteurs.
Tandis que les huiles volatiles sont totalement absentes dans 1’extrait aqueux. Ces composants

qui peuvent conférer a cette espece ses vertus thérapeutiques.

La quantification des polyphénols totaux et des flavonoides de 1’extrait obtenu a permis
de déduire que le romarin trés riche et constitue une source prometteuse des composés
phénoliques. Les teneurs en polyphénols et flavonoides totaux sont respectivement de 1’ordre

de 749 mg EAG/g et 416 ug EQ/mg d’extrait sec de la plante.

Enfin, on peut conclure que le Rosmarinus officinalis constitue une bonne source de
substances bioactives pourraient étre destiné comme une source alternative naturelle pour les

différents secteurs de la médecine, de la pharmacologie, et de I'alimentation.
En perspective, il est intéressant de :

Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies sur les
composants biochimiques et leur structure, ainsi que la détermination des différentes activités

biologiques in vitro et in vivo de chacun de ces composés pris séparément.

Déterminer de nouvelles substances bioactives pourront répondre aux différents

problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques dans le futur.
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Ce travail se concentre sur I’étude phytochimique qualitatif et quantitatif d’une espéce de Rosmarinus officinalis
largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses divers effets thérapeutiques. Dans la présente étude le
rendement de I'extraction de cette plante par I'eau distillée en matiére séche est important de 17.4 %. Le test de
screening phytochimique a approuvé la richesse en métabolites secondaires: alcaloides, tanins condensés,
flavonoides, terpénes, quinones, saponines et composes reducteurs, tandis que les huiles volatiles ont été
absentes dans I’extrait aqueux. Le dosage des polyphénols et des flavonoides a été effectué par les méthodes de
Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium respectivement. Les polyphénols donnent (749 mg EAG/g ES) et
les flavonoides (416pg EQ/mg ES). L’analyse quantitative a montré que I’extrait aqueux de cette plante est trés
riche en polyphénols et flavonoides.

Les résultats de cette étude révélent que Rosmarinus officinalis pourrait étre considéré comme une source
alternative naturelle pour les secteurs de I'alimentation, de la pharmacologie et de la médecine.
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Abstract

This work focuses on the qualitative and quantitative phytochemical study of a species of Rosmarinus officinalis
widely used in traditional medicine for its various therapeutic effects. In the present study the yield of the
extraction of this plant by distilled water in dry matter is important of 17.4%. The phytochemical screening test
approved the richness in secondary metabolites: alkaloids, condensed tannins, flavonoids, terpenes, quinones,
saponins and reducing compounds, while volatile oils were absent in the aqueous extract. The determination of
polyphenols and flavonoids was carried out by the methods of Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride
respectively. Polyphenols give (749 mg EAG / g ES) and flavonoids (416 pg EQ / mg ES). Quantitative analysis
has shown that the aqueous extract of this plant is very rich in polyphenols and flavonoids.

The results of this study reveal that Rosmarinus officinalis could be considered a natural alternative source for
the food, pharmacology and medicine sectors.
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