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Introduction

Introduction
Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir des
maladies. En fait, leurs propriétes thérapeutiques sont dues a la présence de centaines,
voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires.
Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans des

cellules spécialisées de la plante. (Sefi et al., 2010).

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le
monde végétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de

molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse.

De nombreuses études ont mis en évidence la présence des métabolites secondaires
doués d'activités biologiques telles que les polyphénols, alcaloides, terpénes ...etc.

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un
réle tres important, principalement, dans la lutte contre les cancers, les maladies
cardiovasculaires et la peroxydation lipidique. Expliquant de ce fait leur grande
utilisation dans la fabrication des médicaments. lls interviennent aussi dans la
protection des plantes contre les différentes attaques microbiennes (surtout fongiques)
risquant de causer la perte d’une grande quantité de végétation (Bruneton, 1999).
Cependant, 1’évaluation des propriétés: phytopharmaceutiques, antioxydante et
antimicrobiennes demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les
plantes d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine
traditionnelle. Ces plantes représentent une nouvelle source de composés actifs (Silva,
2004).

Le genre Rosmarinus officinalis inclut des espéces végétales médicinales possédants
diverses propriétés biologiques,est une herbe aromatique de la famille des Labiées,
appréciée pour ses propriétés aromatiques, anti-oxydantes, antimicrobiennes,
antispasmodiques, emménagogues et anti-tumorales, largement utilisée dans les

produits pharmaceutiques et en médicine traditionnelle. ( bekkara et al., 2007).




Introduction

Le but de notre étude est 1’évaluation de 1’apport en substances a activité antioxydante
(composés phénoliques totaux, flavonoides, flavonols et tanins condensés) et la
détermination du potentiel antioxydant (activités antiradicalaires :DPPH et ABTS,
pouvoirs réducteurs : molybdate d’ammonium et FRAP) d’extraits éthanoliques des

feuilles, fleurs ,tiges des deux régions( kherrata et sidi aiche) de la plante Rosmarinus
officinalis.
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Partie I : Synthése Bibliographique

|-Généralité sur Rosmarinus officinalis

I-1-Historique et origine
Le romarin est un Symbole des fétes, funéraires, il était abondamment utilisé pour
confectionner des couronnes. Tout d'abord destinées a parer les jeunes epouses lors de
la cérémonie, ces feuilles ont par la suite orné les tétes des étudiants en Grece, car le
romarin était reconnu pour avoir une action stimulante sur les fonctions mentales.
C’est grace a 'énigmatique reine Donna Isabella de Hongrie qu'il a véritablement pris
ses lettres de noblesses. L'histoire veut qu'un ermite ait glissé dans une eau de
romarin, la formule d’une éternelle jeunesse. Celle-ci aurait permis a Donna Isabella,
septuagénaire, laide, paralytique et goutteuse de retrouver la splendeur de ses 20 ans
et de séduire un jeune Roi de Pologne ( Bellakhdar, 2006).
Le mot romarin (Rosmarinus) dérive du latinkRos» rosée, «Marinus» : marin ou de
marin.
I-2-Description botanique

Le romarin est un arbrisseau de la famille des labiées, peut atteindre jusqu’a 1,5
métre de hauteur, il est facilement reconnaissable en toute saison a ses feuilles
persistantes sans pétiole, coriaces beaucoup plus longues que larges, aux bords
Iégérement enroulés, vert sombre luisant sur le dessus, blanchéatres en dessous. La
floraison commence dés le mois de février (ou janvier parfois) et se poursuit jusqu’au
avril — mai. La couleur des fleurs varie du bleu pale au violet. Le calice velu a dents
bordées de blanc, elles portent deux étamines ayant une petite dent vers leur base
.Comme pour la plupart des Lamiacées, le fruit est un tetrakéne (de couleur
brune).(Bekkara et al., 2007).

Figurel: Rosmarinus officinalis.
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I-3-Composition phytochimique du Romarin
L'huile essentielle du Romarin (1 & 2% dans la plante) contient: de I'a -pinéne (7 a
80%), de la verbénone (1 a 37%), du camphre (1 a 35%), de I'eucalyptol (1 a 35%), du
bornéol (4 a 19%), de l'acétate de bornyle (jusqu'a 10%) et du camphéne. En plus
d'huiles essentielle ont été obtenue dans le Romarin: 2 a 4 % de deérives triterpéniques
tels que : l'acide ursolique , I'acide oléanolique ,I'acétate de germanicol ; des lactones
diterpéniques, picrosalvine, dérives de I'acide canosolique, romanol,romadial,des acides
phénoliques , des acides gras hydroxylés surtout des dérivés de l'acide décanoique, des
acides gras organiques : l'acide citrique, glycolique, et glycérique, des sterols, de la
choline , du mucilage et de la résine. (Bellakhdar, 1997).
Les principaux constituants du romarin responsables des différentes propriétés sont
1. Acides phénoliques : acide vanillique, acide caféique, acide p-coumarique.
(Ibafiez et al., 2003).
2. Flavonoides : genkwanine, cirsimaritine, ériocitrine, hesperédine, diosmine,
lutéoline (Okamura et al., 1994), apigenine .( Yang et al., 2008) .

3. Tanins condensés.

I-4-Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques du romarin :
Cette plante est utilisée en médicine en raison de ses différentes propriétés :
e Anti-spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des
désordres respiratoires. (Hannebelle et al., 2004).
e Antibactériennes, antimutagéniques, antioxydantes, chémopréventives
e Anti-inflammatoires, antimétastasiques. (Cheung et Tai, 2007).
¢ Inhibition de la genése des tumeurs mammaires et la prolifération des tumeurs
cutanées. (Huang et al., 1995).
D’autres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases
d'initiation et de promotion de cancérogénése. Carnosol du romarin posséde une
activité antivirale contre le virus du SIDA (HIV) alors que I’acide carnosique a un

effet inhibiteur trés puissant contre la protéase de HIV-1. (Paris et al., 1993).

!
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I1- Antioxydants
Les antioxydants sont largement présents dans nos aliments, soit sous forme
naturelle, soit sous forme d'additifs utilisés dans l'industrie agroalimentaire.

11-1-Types d’antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydants . Les deux sources d’antioxydants ont été
distingué : ’'une est apportée par 1’alimentation sous forme de fruits et Iégumes riches
en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide
lipoique; 1’autre est endogeéne et se compose d’enzymes (superoxy de dismutase,
glutathion peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine,
albumine) et de systemes de réparation des dommages oxydatifs comme les
endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le

cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes. (Kohen et Nyska,
2002).

R. libres primaires R . libres organiques

ROO.

| catalase

\. peroxydase

o2 / /’\/'
O o> ——’Roo —]prO0
O N/ T > U3
. ROO.
Antioxydants primaires Antioxydants organiques
” SOD " Vitamine EXC

Glutathion

\_ polyphénols

Figure 2 : Systemes de défense contre les radicaux libres. (Kohen et Nyska, 2002).

11-2- Généralités sur les composées phénoliques

I1-2-1- Composés phénoliques

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement
lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels

que : éther, ester, hétéroside...etc. (Hennebelle et al., 2004).

)
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OH

Figure 3: Structure d’un phénol (Sarni-Manchado, 2006 ; Cheynier , 2006).

Les composés phénoliques sont principalement synthétisés a partir des hydrates de
carbone via la voie de I’acide shikimique et la voie de I’acétate, la premiere
conduisant aprés transamination et désamination aux acides cinnamiques et leurs
dérivés (acides benzoiques, phénols simples, coumarines...) et la seconde conduisant
aux fB-cetoésteoupolyacetates (Bruneton, 1999).

11-2-2- Classification
1-Flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d’orange,cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été
plutdt prété du flavus ; (flavus=jaune) (Hennebelle et al., 2004). Les flavonoides
constituent un large groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont quasiment
universels chez les plantes vasculair (Erlund, 2004). Ils constituent des pigments
responsables de la couleur des différents organes végétaux.

Les flavonoides sont le produit des deux voies de synthése des composes
phénoliques (Al-awwadi et al., 2005). lls peuvent se présenter sous forme glycone ou

génine ou d’hétéroside portant un ou plusieurs résidus osidique. (Havsteen, 2002).

Figure4 : Structure de base des flavonoides. (Bravo, 1988).

Selon le degré d’oxydation du noyau pyranne centrale, les flavonoides peuvent étre

subdivisés en différentes classes (Bruneton, 1999).

)
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Tableau I : Différentes classes des flavonoides (Bravo, 1988 ; Cook

Samman, 1996).

Classe

Exemples

Anthocyanins

Cyanidin

flavanols

Catechins, Epicatechin

Flavanonoes

Hesperidin, Naringenin

Flavones Apigenin, Luteolin
Flavonols Kaenpferol, Quercetin, Rutin
Flavanonols Taxifolin

Isoflavones Daizein, Genistein, Glycitein

Les flavonoides ont des roles variés dans la plantes, impliqués dans les processus

de défense contre les UV, la pigmentation, la stimulation des nodules de fixation de

I’azote. lls ont également une activité antioxydante (Yao et al., 2004).

2- Acides phénoliques
%+ Acides hydroxycinnamiques
Les acides hydroxycinnamiques dérivent de l'acide cinnamique et ont une
structure générale de base de type Ce-Cs. lls existent souvent sous forme
combinée avec des molécules organiques. Les degrés d'hydroxylation et de
méthylation du cycle benzénique, conduisent a une réactivité chimique

importante de ces molécules.(Skerget et al., 2005).

% Acides hydroxybenzoiques
Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de I'acide benzoique et ont une
structure générale de base de type Cs-C1. Ces molécules existent souvent sous
forme d'esters ou de glycosides. (Bruneton, 2008).

% Coumarines
Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne
de la chaine latérale. Les coumarines ont fréqguemment un réle écologique ou
biologique. (Macheix et al., 2005).

S
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3- Tanins
Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est liée a
leur propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris
entre 500 et 3000 Da .
a-Tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils
sont facilement scindés par les enzymes de tannasses en oses et en acide phénol,
selon la nature de celui-ci ils éxistent : les tanins galliques, et les tanins
éllagiques.(Bruneton, 1999).
b-Tanins condensés
Les tanins condensés sont des polymeres flavanoliques constitués d'unités
flavan-3-ols, le plus souvent épicatéchine, sont des molécules hydrolysables, leur
structure voisine de celle des flavonoides, qui est caractérisée par 1’absence de sucre.
(Sheffield et al., 2001).
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I11-Stress oxydant

111-1- Définition

. Le stress oxydant apparait dans une cellule quand 1’équilibre entre les espéces pro-
oxydantes et anti-oxydantes est rompu en faveur de 1’état pro-oxydant (Pincemail et
al., 2007).
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Figure5: Déséquilibre de la balance entre pro-oxydants et antioxydants.
(Pincemailet al., 2007).

I11-2- Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un
électron non apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les
molécules les plus stables pour apparier son électron. L’appellation ROS inclut les
radicaux libres de 1’oxygene : anion superoxyde (Oz¢-), radical hydroxyle (OH¢) mais
aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est importante tels
que le peroxyde d’hydrogéne (H202). (Jacques et Andre, 2004).

A coté des ROS, il existe des ERN (especes réactives nitrogénées) dont le

représentant majeur le monoxyde d’azote (NOe). C’est un agent vasodilatateur. Il est
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synthétisé par les NO synthases (NOS). Le NOe est un radical peu réactif mais peut se
lier aux radicaux libres oxygénés pour former des molécules plus toxiques comme les
peroxynitrites. (Martinez-Cayuela, 1995).
I11-2-1- Sources des ROS :
> Les radiations X ou gamma peuvent par différents mécanismes faire apparaitre
des radicaux libres en scindant la molécule d’eau en deux radicaux.
» Les rayonnements UV sont capables de produire des anions superoxydes ou de
I’oxygeéne singulet apres activation des photos sensibilisantes.
> Les NAD(P) H oxydases sont des enzymes présentes dans la paroi vasculaire et
qui générent Oze- en utilisant NADH ou NADPH comme substrat.
» La xanthine-oxydase joue un r6le important dans la production des ROS
(particulierement O.e- et H>0>), lors de I’ischémie/reperfusion. (Jacques et
André, 2004).
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Figure 6: Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres oxygénés (RLO) (XO:
xanthine oxydase; P-450 : cytochrome P-450). (Favier, 2003).
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IV-Proprieté antioxydante des polyphénols

Les composés phénoliques ont des propriétés antioxydantes dues a la présence des
groupements hydroxyles et des noyaux aromatiques qui leur permettent de neutraliser
les radicaux libres (-R’) par chélation de 1’oxygéne singulet et triplet ou
décomposition des peroxydes par transfert d’un atome d’hydrogene (-RH) ou d’un
électron (-R"), en chélatant des ions métalliques dans des solutions aqueuses et en se
liant et précipitant les protéines.

IV-1- Acides phénoliques

Leur activité antioxydante dépend du nombre et de la position des groupements
hydroxyles par rapport aux groupements fonctionnels carboxyliques. Elle augmente

avec le degré d’hydroxylation.

Les acides hydroxycinnamiques exercent une activité antioxydante plus élevée que
celle des acides hydroxybenzoiques ; ceci est dd au groupement CH=CH-COOH, qui
assure une meilleure capacité de transfert d’hydrogéne et de stabilisation des radicaux
libres, que le groupement -COOH dans les acides hydroxybenzoiques .1ls inhibent
ausso 1I’oxydation des lipoprotéines a basse densité (LDL) in vitro(Kahkonenet al.,
1999).

1V-2- Flavonoides

Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a « terminer » les chaines
radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et par chélation
des métaux de transition. lls sont aussi capables de catalyser la peroxydation lipidique
(Schroeteret al., 2002; Leopoldiniet al., 2011). De fagon générale, 1’activité
biologique des flavonoides est fortement dépendante de la nature et de la position des
substituants, en particulier du nombre de groupements hydroxyles (Schroeteret al.,
2002).

Les composés les plus actifs sont ceux qui combinent les trois criteres suivants :

1- La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confére
la stabilité au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons.
2- Ladouble liaison C»-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo.

3- La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-Cs,

<
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A titre d’exemple, la quercétine satisfait a ces trois criteres, elle a une structure
particuliere, lui confere les caractéristiques les plus souvent mises en avant dans
I’activité d’un flavonoide. Par conséquent, c’est le composé le plus actif (Marfak,
2003).

Figure 7: Eléments essentiels pour ’activité antioxydante des flavonoides.(Marfak,2003).

IV-3- Tannins condensés

Les tannins ont des capacités antioxydantes importantes dues a leurs noyaux
phénols. 1ls sont plus efficaces que les phénols simples. Les tannins sont des
donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques. 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. (Aouissa, 2002 ; Diallo, 2005 ; Judith, 2005).

Des essais in vitro sur différents extraits montrent que les activités antioxydantes
varient selon les composés ; vu la richesse des tannins hydrolysables en groupements
hydroxyles, ils sont ainsi des antioxydants puissants (Watson, 2009) et de bon
piégeurs de radicaux libres. Ils inhibent également I’auto-oxydation de I’acide
ascorbique et du linoléate, et la peroxydation lipidique des mitochondries du foie et
des microsomes. (Aouissa, 2002 ; Judith, 2005).
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V-Mécanisme d’action des composés phénoliques

L’activité antioxydante est exprimée principalement par les flavonoides qui

exercent ces mécanismes.
V-1-Inhibition enzymatique

Les polyphénols possédent une affinité pour une grande variété de protéines, via
des interactions de van der Waals (cycles aromatiques) et des liaisons hydrogenes
(groupements OH phénoliques). Par exemple, les aglycones des flavonoides, ont une
capacité de se lier avec beaucoup de protéines globulaires, notamment des enzymes,
des récepteurs et transporteurs (Dangles, 2012).

De nombreux flavonoides sont aussi de puissants inhibiteurs des métalloenzymes

lipoxygénase, myéloperoxydase et NADPH oxydase. (Dangles et Dufour, 2008).

V-2-Chelation des ions métalliques
Les poly phénols contribuent a I’inhibition de la formation des radicaux libres par
la chélation de métaux de transition tels que le fer (Fe2") et le cuivre (Cu™), qui sont
essentiels pour de nombreuses fonctions physiologiques. Ils entrent notamment dans
la composition des hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du systeme de défense
antioxydants (Fe2" pour la catalase et Cu* pour le superoxyde dismutase). Cependant,
ils peuvent aussi étre responsables de la production du radical OHe par la réduction de

H>0> lors de la réaction de Fenton (Heim et al., 2002).

H,0,+ Fe’* (Cu) ——> ‘OH+ OH+Fe™ (Cu™

En outre, I’autoxydation des ions Fe>" et Cu™ est une source de O™ et de H20s.
Ainsi, complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque leur activité
redox est un mécanisme d’action antioxydante. (Pietta, 2000).

V-3-Piégeage des radicaux libres

A cause de leur faible potentiel redox,les polyphénols (Ar-OH), sont capables de

réduire rapidement les radicaux libres oxydants comme le superoxyde, les peroxyles

(ROOv), les alkoxyles (RO¢) et I’hydroxyle par transfert d’hydrogéne.

FIOH + RO* — FLO- + RH

<
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Ou Ar-Oe: radical flavoxyles qui, s’il s’agit d’un noyau catéchol, peut réagir avec un

autre radical pour former une o-quinone plus stable. (Jovanovic et al., 1994).

OH
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Figure 8: Piégeage des ERO (X¢) par un noyau catéchol.(Jovanovicet al., 1994).

En outre, le radical flavoxyles peut interagir avec 1’oxygéne pour donner une

quinone et un anion superoxyde. Cette réaction est responsable d’un effet pro-oxydant

indésirable des flavonoides. Ainsi, la capacité antioxydante des polyphénols dépend

non seulement du potentiel redox du couple Ar-O</Ar-OH mais aussi de la réactivité

du radical Ar-O-. (Goupy et al., 2003).
Les composés phénoliques possédent une structure chimique idéale pour le piégeage
des radicaux libres, parce qu’ils possedent:

o Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome
d’hydrogéne ou un électron au radical libre.

e Un systéme aromatique stabilisé par la résonnance. (Dai et Mumper, 2010).
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I-Matériel

I-1-Matériel végétal

Les parties étudiées (feuilles, fleurs, tiges) sont débarrassées des déchets tels que la

poussiere, les autres organes (portions mortes ou altérées,...etc.). Les échantillons

sont séchés a I’étuve a 40°C jusqu’a stabilisation du poids. Puis sont broyés

séparément a I’aide d’un mixeur électrique et tamisé avec un tamie de diametre de

250um
Tableaull: Caractéristiques des différentes parties de Rosmarinus officinalis.
Echantillon | Origine | Date de | Classification.(Quezel et Caractéristiques
récolte Santa, 1963).
Régne : Plantae. Ces feuilles persistantes
Embranchement:Spermaphy sans petiole, coriaces
Feuilles Kherrata beaucoup plus longues que
te S/Emb : Angiospermes =
larges, aux bords Iégerement
Fleurs Et Février | Classe : Dicotylédones. enroulés, vert sombre
2017 S/Classe : Gamopétales. luisant sur le dessus,
Tiges Sidi blanchatres en dessous. La
: Ordre :Lamiales. .
aiche couleur des fleurs varie du

Famille :Lamiaceae.
Genre :Rosmarinus.
Espéce:Rosmarinus

officinalis.

bleu péle au violet .Le calice
velu a dents bordées de
blanc, elles portent deux
étamines ayant une petite
dent vers leur base. Ces
tiges sont ligneuses et

ramifiées.
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I1-Méthodes

I1-1- Taux d’humidité

La détermination du taux I’humidité est réalisée selon la méthode décrite par Doymaz
et al. (2004). Une prise d’essai d’échantillon (1g) est séchée dans une étuve a

105°+2°C jusqu'a un poids constant. Le taux d’humidité des échantillons est calculé

selon la formule suivante :

P avant ~ P aprés
H (%)= X 100

P avant

ou:
H (%) : Taux d’humidité en pourcentage.

Pavant : Poids de 1’échantillon avant séchage.

Papres : Poids de I’échantillon aprés séchage.

La teneur en matiére séche est calculée selon la relation suivante :

Matiére seche MS% =100 - H%

11-2- Extraction des composés phénoliques

Le matériel végétal broye (1g) est soumis a une extraction par macération par la
méthode de Velioglu et al. (1998) . (Modifier)




Partiell : Matériels et Méthodes

Figure 9 : Extraction des composés phénoliques (Velioglu et al., 1998).
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11-3- Dosage des antioxydants des extraits phénoliques
11-3-1- Polyphénols totaux

e Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est un mélange d’acide phosphotungstique
(HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HzPMo012040), oxyde les composés
phénoliques; les oxydes métalliques produits sont de couleur bleue, dont I’absorbance
est proportionnelle a la quantit¢ de polyphénols présents dans 1’échantillon
(Ribereau-Gayonet al., 1982).
e Mode opératoire
La teneur en composes phénoligues est estimée selon la méthode de Maisuthisakul
et al. (2007). Un volume de 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (1/10) est ajouté a 0,2
ml d’extrait. Aprés 3 minutes, 0,8 ml de la solution de carbonate de sodium (7,5%)
sont ajoutés. Apres 30 min d’incubation, 1’absorbance est mesurée a 765nm. Les
teneurs en polyphénols totaux ont été déterminées a partir d’une courbe d’étalonnage ;

elles sont exprimées en mg d’acide gallique/100 g de matiére séche (MS).

11-3-2- Flavonoides

e 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 (fer et aluminium). Le métal(Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d’oxygéne de la molécule phénolique, agissant comme donneur d’électrons.

(Ribereau-Gayon, 1968).
¢ Mode opératoire

La teneur en flavonoides a été déterminée selon la méthode décrite par Ordonez et
al., (2006) ; 0.5 ml d’extrait a été mélangé avec 0.5ml de chlorure d’aluminium(AICI3
2%). Aprés dix minutes d’incubation, 1’absorbance a été mesurée a 430nm.
Les teneurs en flavonoide ont été déterminées a partir d’une courbe d’étalonnage ;

elles sont exprimeées en mg de quercétine/100 g de matiere seche (MS).

]
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11-3-3- Flavonols

e Principe

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICls) décrite par Kosalec et al.(2004) est
utilisée pour quantifier les flavonols dans les différents extraits de Rosmarinus
officinalis.

e Mode opératoire

La teneur en flavonols a été déterminée selon la méthode décrite par Adedapo,
(2008):  2ml d’extrait, plus 2ml de chlorure d’aluminium (2%) et 3ml d’acétate de
sodium (50g/l) ont été mélangé , apres 40min d’incubation, 1’absorbance a été
mesurée a 440nm . Les teneurs en flavonol sont été déterminées a partir d’une courbe
d’¢étalonnage (Annexe) ; elles sont exprimées en mg de quercétine /100 g de matiere
seche (MS).

I11-3-4-Tanins condensés

e Principe
Le dosage des tanins condensés est basé sur la condensation des composés

polyphénoliques (flavanes-3-ols) avec la vanilline en milieu acide (Price et al., 1978).

e Mode opératoire

La méthode d’estimation de la teneur en tanins condensés est proposée par Mélo et
al., (2006) : Le réactif de la vanilline a été préparé par solubilisation de 4g de la
vanilline dans 100ml de méthanol. 2ml de ce réactif sont mélangés avec 1 ml
d’extrait. Apres agitation on ajoute 1.5 ml Hcl concentreé, le tout est agité apres, et
incubée a une température ambiante pendent 20min, l'absorbance est mesurée a
500nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent catéchine par 100 g de matiere
séche & partir de la courbe d’étalonnage (Annexe 3).

<
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I11-Activite antioxydants
I11-1- Pouvoir réducteur ( FRAP)

e Principe
La détermination du pouvoir reducteur de potassium est basée sur la réduction du
fer ferrique (Fe**) du complexe ferricyanure-Fe3* en fer ferreux (Fe?"), en présence
d’antioxydants réducteurs. La forme réduite donne une couleur bleu verdatre qui est

proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait (Gulginet al., 2003).
e Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode de Gulgin et al . (2002) : 2.5 ml
d’extrait est additionné a 2.5 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2.5 ml de
ferricyanure de potassium (1%). Apres incubation a 50°C pendant 20 min, 2.5 ml
d’acide trichloracétique (10%) sont ajoutés au mélange,1ml d’cau distillée et 0,5 ml
de chlorure ferrique (0,1%). Aprés 10min I’absorbance est mesurée a 700nm. Les
résultats sont exprimés en mg d’acide gallique par 100 g de matiere séche a partir

d’une droite d’étalonnage (Annexe 3).

I11-2- Activité reductrice au molybdate d’ammonium
e Principe

Cette technique est basée sur la réduction de molybdene Mo(VI) présent sous la
forme d’ions molybdate MoO4> en molybdéne Mo(V)MoO-*.en présence de
I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) dans un milieu
acide (Armatu et al., 2010).

e Mode opératoire

L’activité réductrice du molybdate des extraits est évaluée par la méthode de
Slusarczyk, (2009) :0,1 ml de chaque extrait sont ajoutés a 1 ml d’une solution
préparée en mélangeant 600mM d’acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium
et 4 mM de molybdate d’ammonium. Les tubes sont incubés a 90°C pendant 90 min.
Apres refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695nm. L’activité
réductrice du molybdate est exprimée en mg d’acide ascorbique par 100 g de maticre

séche (MS) a partir d’une courbe d’étalonnage (Annexe 3).

N]
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I11-3- Effet scavenger (DPPH)

e Principe
Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par un composé
a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la couleur
est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des
protons (Sanchez-Moreno, 2002).

On peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation:
DPPH+ (AH) n —— DPPH-H+ (A) n

Ou:(AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH

(violet) pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) (Yang, 2010).

7= ™
- O - O
2 N N O3N N—N
- O - O
DPPII" (radical libre) DPPII (non radical)
\_ RH : antioxydant ; R : radical libre )

Figure 10 : Réaction du DPPH avec un antioxydant (Brand-williams et al., 1995).

e Mode opératoire

L’effet «scavenger» (DPPH) est déterminé selon la méthode de Grant et al.
(2009) . Iml d’extrait ont été ajoutés a 1ml de solution de DPPH, aprés une heure et

30 min d’incubation, I’absorbance est mesurée a 517 nm.
Le pouvoir antiradicalaire est exprimé en pourcentage :

Pouvoir antiradicalaire ( % ) = [(Abs controle — Abs échantillon)/Abs controle] x
100

&




Partiell : Matériels et Méthodes

I11-4- Effet scavenger (ABTYS)

e Principe
Un des radicaux organique le plus généralement utilisé pour 1’évaluation de
I’efficacité¢ antioxydante des composés purs et les mélanges complexes,est le cation
radical dérivé de [D’acide (2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique )

Froehliche et al., ( 2009) .

e Mode opératoire
Le piégeage du radical cationique ABTS™ a été déterminé par la méthode de
Froehliche et al., ( 2009). Une solution d’ABTS™ a 7 mM et 2.45mM persulfate de
potassium est préparée dans 25ml d’eau distillée, cette solution est incubée a
I’obscurité pendant 16 heures a température de 4°C avant d’étre utilisé.cette intervalle

de temps permet la formation du radicale ABTS™" .

La solution ainssi obtenue est bleu verte et stable. La solution concentrée d’ABTS a
été¢ diluée avec de I’éthanol 95% pour avoir une solution d’absorbonce final de

0.70+0.002 a 734nm.

Un volume de 100ul d’extrait est additionné a un volume de 1000ul d’ABTS™.
La décoloration par rapport a un blanc ou 100 ul de solvant d’extraction( méthanol
50%) a été ajouté a 100 ul de la solution ’ABTS"" .

L’ absorbance est mesurée au spectrophotometre a 734nm apres 2.5 min

d’incubation a 1’obscurité.

L’ABTS"(% ) = [(Abs contréle — Abs échantillon)/Abs contréle] x 100
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V- Analyses statistiques

Les paramétres de la statistique descriptive (moyennes et écartypes) ont été calculés a
I’aide du programme Microsoft Excel 2007. Toutes les données obtenues sont la
moyenne de 3 essais.Le logiciel « JMP 7 » est utilisé : pour comparer entre les
différentes partie (feuiles,fleurs,tiges) , par la méthode ANOVA, test de student pour
comparer entre de deux régions et aussi utilisé pour établir les différente corrélation

(composés phénoliques, activités antioxydantes).
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Partie 111 : Résultats et Discutions

|-Taux d’humidité

Nos résultats sont représentes sur la figure 11, ou ils montrent que les feuilles, fleurs, tiges de
Rosmarinus officinalis dans la région de kherrata ont des taux d’humidité
73.87%, 64.87% et 55.9% qui correspondent respectivement a 26.13% , 35.13%, 44.1% de

matiéere séche(MS).

120 +

100 -

80 -

60 - M MS

Taux (%)

| TH%
40 -

Feuilles Fleurs tiges
Echantillons

Figurell : Taux d’humidité et de matiére séche des échantillons étudiés.

Nos résultats qui sont représentés sur la figure 12, montrent que les feuilles, fleurs, tiges de
la région de Sidi aiche a un taux d’humidité de78.8% ,65.17% et 54.9 % qui correspondent
respectivement a 21.2% , 34.83% et 34.83% de matiere seche (MS).
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Figure 12:Taux d’humidité et de matiére séche dans la région de sidi aiche.

Les cellules végétales possedent de I’eau qui est une source de dégradation de polyphénols
par oxydation (Ribereau-gayon, 1968). C’est a dire que I’eau contenu dans les cellules

favorise 1I’oxydation des polyphénols en présence de 1’oxygene et de la lumiere.

Pour éviter cette dégradation on procéde a un séchage pour éliminer 1’eau, tout en préservant
la composition chimique des cellules . Le séchage entraine aussi I’inhibition des enzymes
existantes dans le matériel végétal frais, ’enzyme qui est responsable de la modification
(dégradation) des composees phénoliques est la polyphénol oxydase (Tomas-Babera et
Espin, 2001).

Albu et al. (2004), ont obtenu une teneur en eau de 40% dans les feuilles fraiches du
romarin, cette teneur différe de fagon remarquable avec nos résultats.

La diférence des teneurs de nos échantillons en eau comparées a celles de travaux
antérieurs, peuvent étre dues a certains facteurs écologiques, 1’age de la plante, la période du

cycle végétatif, ou méme a des facteurs génétiques.
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I1- Dosage des antioxydants

11-1- Polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux de feuilles, fleurs et tiges séchés a 1’étuve sont représenté

sur la figure 13

2000

0000

8000

6000

4000

polyphénol totaux (mE{100$_)‘

2000

FK FS FLS FLK TS TK

Echantillons

Figure 13 : Teneurs en polyphénols totaux des échantillons étudies.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a>b)

A et B : effet des différentes partie de la plante ; a et b : effet de région

D’apres la figure 13 on constate que le taux des polyphénols totaux varient de 8680, 04(TS)
a10739,18(FK) mg EAG/ 100g de la matiére séche.

Nos résultats présentent une différence significative (P< 0.05) selon la partie utilisée
[feuilles ( 10533.26 mg/100g) et tiges (9260.82 mg/100g)] a I’exception des fleurs (9788.81
mg/100g).

Les résultats montrent I’absence d’une différence significative (P< 0.05) selon la région
(Kherrata et Sidi aiche) pour les fleurs et feuilles, alors que les tiges présentent une déférence
significative (P< 0.05) entre elles . La teuneur la plus élevee est obtenue avec les tiges de
kherrata que celles de sidi. cette différence peut étre expliquée soit par I’effet climatique ou
I’age de la plante.
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Les teneurs de nos échantillons sont trés élevés a celle de Mehrizi et al. (2012) , dont ils ont
estimé une teneur de 17.09mgGAE/g pour I’extrait de feuilles du romarin. Cette différence

peut étre expliquée par le choix du solvant utilisé (méthanol 80% ).

D’aprés I’étude de Muchuweti et al. (2007), la teneur en polyphénols de 1’extrait des
feuilles de romarin est de 10.83 mgGAE/g (extrait sec). Cette teneur est plus faible que nos
teneurs et cette différence est due au choix du solvant et la méthode d’extraction ( utilisation
des solvant de polarité différente)

D’aprés une autre étude de Genena et al. (2008), la teneur en polyphénols de 1’éxtrait de

feuilles de Rosmarinus officinalis est de 14.2 gTAE/g, ceci concorde avec nos résultats.

11-2- Flavonoides

Les teneurs en flavonoides totaux de feuilles, fleurs, tiges sont représentés sur la figure 12
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Figure 14 : Teneurs en flavonoides des échantillons étudiés.

D’aprés la figure 14 on constate que les teneurs des flavonoides varient de 7876,3 (TS) a
9758,06 (FLS) mg EAG/ 100g de la matiére seche.
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Toutes les parties étudiées [feuilles (8857.53), fleurs (9139.78) et tiges (8279.57)] ont
aucune différence significative (P< 0.05) entre elles.

Les reésultats montrent la présence d’une différence significative (P< 0.05) selon la partie
utilisée (feuilles et fleurs) de kherrata et de sidi aiche, a I’exception des tiges qui ne
présentent pas une déférence significative . Cette différence peut étre expliquée par certains
facteurs ecologiques ou bien 1’age de la plante.

Les teneurs de notre étude sont tres élevées par rapport a celle de Muchuweti et al. (2007) ;
qui ont obtenue que la teneur en flavonoides de 1’extrait des feuilles est de 8.83mg/g. Cette

différence est due au choix de méthode d’extraction.

D’apres une autre étude faite sur Juniperus oxycedrus par Chaouche et al. (2013), la teneur
en flavonoides des feuilles est de 61.52 mg/g, donc elle est presque similaire a nos teneurs

malgré la différence de la classification botanique et la répartition géographique de la plante.

11-3-Flavonols

Les teneurs en flavonols sont représentés sur la figure 13
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Figurel5 : Teneurs en flavonols des échantillons étudiés.
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La teneur en flavonols varient de 7680,99 mg/100g(TS) a 9505,59 mg/100g (FLS) mg
EAG/ 100g de la matiere séche.

Toute les parties étudiées (feuilles (8666.86 mg/100g), fleurs (8990.58 mg/100g), tiges
(8092.99 mg/100g) ont aucune différence significative (P< 0.05).

Les résultats montrent, la présence d’une différence significative (P< 0.05) selon la
région de récolte ( kherrata et sidi aiche) pour les feuilles et fleurs, a 1’exception des tiges.

A nos connaissance y’a pas encore une étude sur la détermination de la teneur en flavonols.

11-4-Tanins condensés

Les teneurs en tanins condensés sont representés sur la figure 16
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Figure 16 : Teneurs en tanins condensées de échantillons analysés.

D’aprés la figure 16 on constate que le taux des tanins condensées varient de 711,02 (TS) a
980,65 (FK et FS) mg de catéchine / 100g de la matiére seche

Toute les parties de Rosmarinus officinalis présentent une différence significative (P<

0.05) .LA teneur la plus élevee est obtenue avec les fleurs ( 875.19 mg/100g ) et la plus faible
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avec les tiges (747.98 mg/100g). La teneur en tanins condensés des fleurs sont supérieurs a

c’elle des tiges et feuilles, ainsi que ce dérnier sont supérieurs aux tiges.

Les teneurs en tanins condensées de nos échantillons ne présentent pas une déférence
significative (P< 0.05) selon la région, par contre les teneurs obtenues avec les tiges de
kherrata (784.95 mg/100g) sont supérieurs a celle de sidi aiche (711.02 mg/100g).cette
différence peut étre expliquée par la composition du sol, 1’age de la plante et méme a des
facteurs génétiques.

Les teneurs de nos échantillons sont tres faible par rapport au teneurs de Chaouche et al.
(2014) qui ont fait une étude sur les racines et d’aiguilles de Juniperus oxycedrus. Dont ils ont
estimé une teneur de 31.3 mg/g. cette différence est due au choix de matrice et la répartition

géographique de la plante, ainsi que leur classification botanique.

I11-Activité antioxydant
111-1-Effet scavenger (DPPH)

Les résultats de I’activité anti radicalaire au DPPH sont illustrés sur la figure 15
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Figure 15: Activité antiradicalaire au DPPH des échantillons étudiés
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L’activité antiradicalaire de nos différents échantillons varie de 36,58%(TK) a 68,16%
(FK).
D’aprés la figure 15 on constate que les parties de la plante [feuilles (65.23%), fleurs
(61.74%)] ne présentent pas de différence significative (P< 0.05), & I’exception des tiges
(43.54% ) .donc on peut déduire que les feuilles et fleurs ont un effet scavenger (DPPH)

meilleur que celui des tiges.

Les résultats montrent une différence significative (P< 0.05) pour les feuilles de kherrata et
Sidi aiche et une différence hautement significative (P< 0.05) pour lestiges des deux

régions .Par contre les fleurs ne présentent aucune déférence significative (P< 0.05).

Nos activités anti-radicalaires sont inférieur a celle de Kasparaviciene et al. (2013) qui ont
fait une étude sur les feuilles et fleurs du Romarin, dont ils ont estimé une activité
antiradicalaire qui varient de 72% a 85%. Cette différence est due au concentration de
solvant.

I11-2-Effet scavenger (ABTYS)

Les résultats de 1’activité anti radicalaire a I’ ABTS sont illustrés sur la figure 16
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Figure 16: Activité antiradicalaire a I’ABTS des échantillons étudiés.
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L’activité antioxydantes de différents échantillons varie de 37,21(FLK) a 73,6%(FLS).
Les échantillons étudiées ne présentent aucune différence significative (P< 0.05) selon la
partie utilisée (fleurs (55.4%), feuilles (41.02%), tiges (40.53% ).

La figure 16 montre 1’absence d’une différence significative (P< 0.05) selon la région de la
récolte ( Kherrata et Sidi aiche) pour les feuilles et tiges, par contre les fleurs de sidi aiche
présentent une différence hautement significative (P< 0.05) avec les fleurs de Kherrata et

ceci est due a la répartition géographique et a 1’age de la plante.

Nos activites anti-radicalaires sont plus faible que celles de Chan et al. (2005) qui ont fait
une étude sur les feuilles et fleurs d’Origanum vulgare, ou ils ont estimé que I’activité anti-
radicalaire (DPPH) varie respectivement de 65% a 95% . Cette différence est due au choix de

matrice et la méthode d’extraction.

111-3-Pouvoir réducteur (FRAP)

Les résultats de pouvoir réducteur des extraits de nos échantillons sont illustrés sur la figure
17

3000

N
(%)
o
o

2000

1500

1000

500

pouvoir réducteur en( mg/100g)

FK FS FLS  FLK TS TK
Echantillons

Figure 17:Pouvoir réducteur des extraits de Rosmarinus officinalis.
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Le pouvoir réducteur (FRAP) varient de 1213,84(TS) a 2450,63(FS) mg/100g de la matiére
séche.

D’aprés la figure 17 on constate que toutes les parties de la plante [( feuilles (2439.16
mg/100g),fleurs (2237.68 mg/100g), tiges (1306.6 mg/100g)] présentent une différence

significative (P< 0.05).Les feuilles ont un pouvoir réducteur superieur aux fleurs et tiges .

Toute les parties montrent une différence significative (P< 0.05) selon la région de la
récolte (kherrata et sidi aiche), a I’exception des feuilles des deux régions (kherrata et sidi
aiche) qui ne présentent pas une différence significative (P< 0.05).Les fleurs et tiges de
kherrata ont un pouvoir réducteur supérieur a celui de sidi aiche et cette différence peut étre

expliquée a la répartition géographique.

I11-4- Pouvoir réducteur du molybdate d’ammonium

Les résultats de I’activité réductrice du molybdate d’ammonium des extraits de nos

échantillons sont illustrés sur la figure 18
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Figure 18: Pouvoir réducteur au molybdate d’ammonium des échantillons analyseés.
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L’activité réductrice de molybdate d’ammonium de nos échantillons (feuilles, fleurs, tiges)
varient de 304,98 (TK) a 465,49 (FK) mg/100g de MS.
D’apres la figure 18 on constate que les parties de Rosmarinus officinalis [( feuilles (443.02
mg/100g), fleurs (440.34 mg/100g)] ne présentent pas de différenc significative (P< 0.05), a
I’exception des tiges.

Les résultats montrent 1’absence d’une différence significative (P< 0.05) pour les fleurs et
les tiges de Kherrata et Sidi aiche, par contre les feuilles de kherrata présentent une différence
significative (P< 0.05) avec les feuilles de sidi aiche et ceci est due a la répartition

géographique, 1’age de la plante ou la composition du sol.

Nos pouvoirs réducteurs sont tres faibles a ceux de Armatu et al. (2010) qui ont fait une
étude sur les feuilles de Rosmarinus officinalis et 1’Origanum vulgare, dont ils ont estimé que
le pouvoir réducteur au molybdate d’ammonium est de 89mg/g et 85mg/g respectivement.

Cette différence est due au choix de la méthode d’extraction.

VII- Corrélation entre I’activité antioxydante et les composés phénoliques

La teneur en phénols totaux des extraits de Rosmarinus officinalis de notre étude présente
une corrélation avec les flavonoides et les flavonols et tanins condensés (r= 0.63 a P<
0.0048 * r=0.58 a P< 0.0113 %, r= 0.73 a P<0.0005* respectivement). En outre les
flavonoides présentent une trés bonne corrélation avec les flavonols (r= 0.90) a une
probabilité de 0.0001*.

le pouvoir réducteur (FRAP) Présente une trés bonne corrélation positive avec les tanins
condensées (r=0.92) a une probabilité <0.0001*.

Le pouvoir réducteur au molybdate d’ammonium a une bonne corrélation positive avec les
tanins condensés, avec I’activité anti-radicalaire de DPPH et avec le pouvoir réducteur
(FRAP) (r=0.78, r=0.91 et r=0.92 respectivement ), & une probabilité de 0.0001*.

L’activité anti-radicalaire au DPPH présente une corrélation positive avec les tanins
condensés et le pouvoir réducteur (FRAP) (r= 0.71 & P<0.0010*, r=0.82 a P<0.0001*

respectivement ).
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L’activité anti-radicalaire a8 ABTS présente une corrélation positive avec les flavonoides et les
flavonols (r=0.58 a P< 0.0112*, r=0.55 a P<0.0173* respectivement).







Conclusion

Conclusion

Notre investigation est portée sur le dosage des antioxydant présent dans notre

plante et 1I’évaluation de leurs activités antioxydantes .

L’¢évaluation du contenu en polyphénols totaux de notre plante révele la présence
des teneurs plus élevée pou les fleurs et feuilles des deux régions, dont ils ont la
méme teneur de 10161,03mg/100g. Par contre les tiges de kherrata (9841,61mg/100g)
sont plus riche en polyphénols que les tiges de sidi aiche (8680,04mg/100g). Les
dosages des flavonoides et flavonols ont montré que les teneurs des feuilles de
kherrata sont supérieures a celle de sidi aiche, par contre les fleurs de sidi aiche
présentent la teneur la plus élevée (9631,82) que celle de kherrata et présentnt la
méme teneur a celles des tiges (8186,28mg/100g) . Les résultats de dosage des tanins
condensés montrent que les teneurs des tiges de kherrata est supérieures (784,95mg/100g)
a celles de sidi aiche .

L’activité antioxydante de nos extraits montre que l'activité antiradicalaire (DPPH)

est élevée dans D’extrait de feuilles de kherrata (68,16%) et fleurs de sidi aiche
(63,55%), par contre les tiges présentent la méme activité. Pour effet scavenger a
I’ABTS, les fleurs de sidi aiche présentent 1’activité la plus élevée (73,6%) que celle
de kherrata.
La réduction de fer ferrique en fer fereux est meilleur pour les tiges et fleurs de
kherrata qui est de 3779,17 mg/100g et méme pouvoir pour les feuilles de 2439,16
mg/100g par contre le test de molybdate d’ammonium montre que les feuilles de
kherrata qui présentent I’activité la plus élevée (465,49mg/100g) et méme activité
pour les tiges et fleurs (1514,19 mg/100g).

Cette etude peut etre complété par quelgque perspective
e La détermination de nouvelles substances bioactives naturelles qui peuvent
étre des reméde a différentes maladies et d’étre un alternatif des médicaments
syntheétiques.
e Le développement des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués
d’une

activite antioxydante.

-



Conclusion

L’orientation des recherches scientifiques vers la realisation d’ études
approfondies de D’activité antioxydante des composés polyphénoliques en

géneral
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Annexe

Annexe 1 : Les principes classes des composés phénolique ( Macheix, 2006) .

Squelette carboné | Classe Exemple Origine (exemples)
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses especes
Ce-C; Acides p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
C4-Cs Acides Acide cafeique, Pomme de terre, pomme
hydroxyeimamiques | Acide feruique
Coumarines Scopolétine Citrus
Ce—Cy Naphtoquinones Tuglone Noix
Ce-Co-Cg Stilbénes Resvératrol Vigne
C5-C5-C Flavonoides
o Rlavonols Kaempferol, quercétime | Fruits. legumes. fleurs
o Anthocyanes Cyanidine, pelargonidine | Fleurs. fruits rouges
o  Flavanols Catéchine, épicatéchie | Pomme, raisin
o Flavanones Narmngenine Citrus
Isoflavonoides Daidzéme Soja. pois
(Ce-Cy)y Lignanes Pinorésiol Pin
(Ce-Cs)y Lignines Bois. noyau des fruits
(Cys) Tannins Raisin rouge, kaki




Annexe 2 : Activités
Bruneton , (1999)

Annexe

biologiques de quelques composées phénoliques selon

Composes Fonction biologique

phénoliques

Acides Antifongique, antioxydante

phénols Antibactérienne

Tanins Effet stabilisant sur le collagéne, antioxydant, antidiarrheique,
antiseptique,effet vasoconstricteur

Flavonoides | Anfitumorale anticarcénogéne,anti- inflamatoire,
antioxvdante,antiallergique antiulcéreuse, antivirale, antimicrobienne h
vpotenseur, diurétique .

Coumarines | Anticoagulante, antioxydante, protectrice vasculaire et
antioedémateuse.

Anthocyane | Protectrices capillaro- veineux, antioxydant

proanthocya

Effet stabilisants sur le collagéne, antioxydants, antitumoraux,

catechiques

nidines antifongiques, anti - inflammatoires
Lignaines Anti- inflamatoires , analgésiques
Tanins Antioxydantes

oalliques et
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Annexe 3
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Figure 1 : Courbes d’étalonnage des polyphénols totaux (a), des flavonoides

(b), des flavonols (c), des tannins condensés (d), du molybdate

d’ammaunium(e), et du pouvoir réducteur( f)




Annexe

Annexe 5 : Mécanismes d'action antioxydants des flavonoides. (Leopoldini et al.,

2011).
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, GLOSSAIRE !
ﬂ% < Antispasmolytiques : sont des medicaments qui aident a traiter H
l les spasmes musculaires. 1l s'agit de calmer ou de neutraliser des contractions ]
W’ involontaires des muscles. H

| < Diurétiqueest une substance qui augmente la production d'urine. Ce terme ]

ﬂ% désigne le plus souvent une classe de médicaments qui fait partie des plus prescrites H

I . - - RN :

ﬂ% X Antibactériennes : sont des médicaments fabriqués a partir de cultures de H
| micro-organismes ou sont entierement synthétisés. Ils ont la propriété d’ihniber les ]
bactéries ou d'empécher leur prolifération.
| <> Antimutageniques : Substances d’origine végétale, animale ou synthétique Il
capables d’inhiber ou de réduire les effets mutagenes et/ou carcinogenes spontanés ou
| induits Il
l X2 Chémio-préventives : appelée aussi chimioprophylaxie, est une technique I
ﬂ% de prophylaxie consistant a administrer a une personne, H
l des médicaments, vitamines, minéraux ou autres produits pour diminuer son risque de ]

W’ développer une maladie donnée, souvent un cancer. H

K/

X8 Anti-inflammatoires : substance utilisée pour lutter contre l'inflammation, ¥
processus de défense de I'organisme face a une agression, caractérisée par les signes /
de chaleur, douleur, rougeur et tuméfaction. on distingue classiqguement les anti- %

inflammatoires stéroidiens (type cortisone) et les anti-inflammatoires non stéroidiens. )

X Antimétastasiques :inhibiteurs des protéases (lyse par des collagénases) ]
X2 Tumeurs : sont des excroissances dues a une prolifération anormale de
cellules. On distingue deux types detumeurs, lestumeurs bénignes et J
les tumeurs malignes. i
X Vasodilatateur : est une substance qui accroit le diamétre des vaisseaux 1
sanguins (veines, arteres). Le sang ayant plus de place, il circule mieux et la pression I
i artérielle diminue H
| <> Ischémie : L'ischémie désigne la souffrance d'un organe ou d'un tissu .
: consécutive a l'interruption de tout ou partie de la circulation artérielle a destination &

| de cette zone anatomique ]
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Résumé

Le romarin (Rosmarinusofficinalis) est une plante qui appartient a la famille des labiées utilisées depuis
I'antiquité en médecine traditionnelle. Dans ce contexte, le présent travail porte sur une étude phytochimique, et
I’évaluation de leurs activités antioxydante. L’analyse effectuée sur les différentes parties de la plante
(feuilles,fleurs, tiges) récoltées dans deux régions : kherrata et sidi aiche révélent une teneur moyenne en eaude
65.2 ; 76.33 ; 55.4%, réspectivement.

La teneur en polyphénols totaux la plus élevée a été détecté dans les feuilles et fleurs des deux régions et dans les
tiges de kherrata de 10161,03 ; 9841,61mg/100g respectivement. Pour les flavonoides et les flavonols les teneurs
les plus élevés sont celles des fleurs de sidi aiche et feuilles de kherrata (9240,2 ; 9631,82mg/100g ) et méme
teneur pour les tiges de deux régions (8186,28mg/100g). Le dosage des tanins condensés a révélé que les fleurs et
feuilles des deux régions présentent la teneur la plus élevée (927,92mg/100g) et que la teneur des tanins
condensés des tiges de kherrata (784,45mg/100g) est supérieur a celle de sidi aiche. L’évaluation de 1” activité anti-
radicalaire (DPPH) déduit que les fleurs de kherrata présentent une activité plus élevés ( 68,16%) par rapport a
celle de sidi aiche, ainssi que les feuilles de sidi aiche( 63,55%) sont plus élevés que celles de kherrata et montre
aussi une faible activité pour les tiges des deux régions (43,54%) . Pour I’activité anti-radicalaire (ABTS ) montre
que les fleurs de sidi aiche sont plus élevés (73,6%) que celles de kherrata et meme activité pour les feuilles et tiges
de deux régions de 40,86% . L’activité réductrice du molybdate a montré une forte activité pour les fleurs et les
tiges des deux régions de 1514,19mg/100g et que ’activitée des feuilles de kherrata (465,49mg/100g) sont
supérieur a celles de sidi aiche. Par contre ’activité réductrice (frape) révele une meilleur activité par rapport au
tiges et fleurs des deux région de 3779,17mg/100g et méme activité pour les feuilles de kherrata et sidi aiche
(2439,16mg/100g).

Mots clés : Rosmarinu sofficinalis, polyphénols, antioxydante, DPPH, ABTS.

Summary

Rosmary (Rosmarinus officinalis) is a plant belonging to the Labbiate family used since ancient times in
traditional medicine. In this context, the present work deals with a phytochemical study, and the evaluation of their
antioxidant activities. The analysis carried out on the different parts of the plant (leaves, flowers, stems) harvested
in two regions: kherrata and sidi aiche reveal an average water content of 65.2; 76.33; 55.4%, respectively.

The highest total polyphenol content was detected in the leaves and flowers of both regions and in the kherrata
stems of 10161.03; 9841.61mg / 100g respectively. For flavonoids and flavonols, the highest levels are those of
sidi aiche and kherrata (9240.2, 9631.82mg / 100g) and the same content for the stems of two regions (8186.28mg /
100g). The proportion of condensed tannins showed that the flowers and leaves of the two regions had the highest
content (927.92mg / 100g) and that the content of the condensed tannins of kherrata stems (784.45mg / 100g) From
sidi aiche. The evaluation of the anti-free radical activity (DPPH) inferred that the kherrata flowers showed a
higher activity (68.16%) compared to that of sidi aiche, and sidi aiche leaves (63.55%) are higher than those of
kherrata and also show low activity for the stems of both regions (43.54%). For the anti-free radical activity
(ABTS), sidi aiche flowers are higher (73.6%) than kherrata and even activity for leaves and stems of two regions
of 40.86%. The molybdate reductive activity showed a high activity for the flowers and stems of the two regions of
1514.19mg / 100g and that the activity of the kherrata leaves (465.49mg / 100g) is greater than those of sidi aiche.
On the other hand, the reductive activity (frape) shows a better activity compared to the stems and flowers of the
two regions of 3779.17mg / 100g and the same activity for the leaves of kherrata and sidi aiche (2439.16mg /
100g).

Key words: Rosmarinu sofficinalis, polyphenols, antioxidant, DPPH, ABTS.



