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Notre travail porte sur 1I’étude de ’activité antioxydante des huiles essentielles (HES) du
romarin (Rosmarinus officinalis) de la région de Laghouat. Rosmarinus officinalis L. est
une plante aromatique spontanée largement répandue en Algérie, appartenant a la famille
des labiées (Lamiaceae) appelée communément par la population locale «aklil», Elle est
encore utilisee dans la médecine traditionnelle comme antispasmodique, ingrédients en
produits de beauté aussi bien dans la conservation des produits alimentaires. L’extraction
des HES de Rosmarinus officinalis L. a été effectuée par hydrodistillation. L’activité
antioxydante est évaluée par le test DPPH et le test phosphomolybdate. Les résultats
montrent que les HES du Rosmarinus officinalis L. posseédent un pouvoir remarquable de
piégeage du radical libre DPPH (ICso = 0,102+0,048mg/ml), qui est bon un pouvoir
antioxydant par rapport a I’antioxydant de référence vit ¢ (IC50 =0,005 + 0,073 mg/ml) et
pouvoir réducteur phosphomolybdate d’ammonium de I'HE du romarin
(AEAC=0.48mg/ml)avec le antioxydant référence VITC (AEAC=0.37mg/ml).Ces résultats
peuvent étre considérés comme point de départ pour des applications de cette plante en
santé ou dans le secteur agroalimentaire.

Mots clés: Rosmarinus officinalis, Huiles essentielles, Activité antioxydante, DPPH,

phosphomolybdate.

abstract

Our work focuses on the study of the antioxidant activity of essential oils
(HES) of rosemary (Rosmarinus officinalis) from Laghouat region. Rosmarinus
officinalis L. is a spontaneous aromatic plant widely distributed in Algeria,
belonging to the labiate family (Lamiaceae) commonly called by the local
population "aklil™, It is still used in traditional medicine as an antispasmodic,
as ingredients in beauty products as well as in the preservation of food
products. The extraction of HES from Rosmarinus officinalis L. was carried
out by hydrodistillation. Antioxidant activity was assessed by DPPH and
phosphomolybdenum tests. The results show that Rosmarinus officinalis L
have a remarkable capacity for trapping the free radical DPPH (ICsg
=0,0102+0,048mg/ml), which is significantly similar to that of the standard
antioxidant vitamin c¢ (IC50 ==0.005+ 0,073 mg/ml) and reducing power
ammonium phosphomolybdate of rosemary EO (AEAC = 0.48mg / ml) with the
antioxidant reference VITC (AEAC = 0.37mg / ml).These results can be
considered as a starting point for applications of this plant in health or in the
agrifood sector.

Keywords: Rosmarinus officinalis, Essential oils, Antioxidant activity, DPPH,
phosphomolybdenum



Ladla
(Qal 5231) 550 25l Aiduia e Jaadl SIS il ) a3l sl gl Jalall Al 50 U Jeall 138 Cingy
35S e gh 5 Al Fhamy pey JISYL Ulae ey il il Al ) sy (5 ke il Jiadl WIS s
3 sall Jada 135 Alianl ol pall S 5y adill slieS gl Clall 8 oY1 ax ) wakieds Ol sk s il 3l
Al

Ll ansi o3 285 clevenger Jles Al g (Slall yuda@ill Aasd gy JISY) A5 (5 plaall <y Y1 DA o3
il o) gl Jeasiall milill s phosphoMolybdate sl sDPPH s JLials 320830 aliadl)
e ) T o e Ama el 530SV Clailimay 4 e 5 yall [ gdal) Tayii e b 5508 4l lualitud (5 kal)
)5 (AEAC= Je/30,48 + 26,66)z 55 ad5(IC50 =0,005 + 0,0730/as ) 5(Jo/ee 0,01040,048),

(AEAC=0,37+380+/p

DLl | DPPH i), 32uS3 sbiadd) LLal), Rosmarinus officinalis, ksl <yl ; dzalidal) cialst)

.phosphoMolybdate

XI



INTRODUCTION



Introduction

Les plantes médicinales aromatiques sont des plantes qui présentent des activités
médicamenteuses (Borée., 2012) qui peuvent étre utilisées entiéres ou sous forme d'une
partie précise de la plante; des feuilles, des fleurs, des racines
....(Beloued,.2001). Aujourd’hui, la médecine moderne utilise les constituants de ces
plantes tels que les huiles essentielles (HE), les CP, et les alcaloides comme remede pour
traiter de divers maladies car elles présentent d’immenses avantages par rapport aux

traitements chimiques et leurs effets indésirables sont limités. (Boreée., 2012).

Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits synthétises par les
plantes elles-mémes appellés métabolites secondaires. L’utilisation des HE comme
antioxydants naturels est un domaine d'intérét croissant car certains antioxydants
synthétiques tels que le BHA et le BHT, VITC sont maintenant soupconnés d'étre

potentiellement nocifs pour la santé humaine. (Amorati et Valgimigli., 2013).

La situation géographique exceptionnelle de 1’Algérie permet une trés grande
richesse de la flore, bordée par la mer Méditerranée au nord, elle est caractérisé par une
trés grande variation de reliefs et de climats ; depuis le Tell au Nord, les hauts plateaux
pour arriver aux dunes de sables du Sahara situées dans le Sud. Beaucoup d'espéces
végétales que l'on trouve en Algérie, contiennent des substances actives qui ont des
propriétés médicinales qui sont tres recherchées par les industries pharmaceutiques,

cosmétiques et I'aromathérapie (Borée., 2012).

C’est pourquoi, nous nous somme intéressé¢ a étudier le romarin ; une plante qui
pousse a I’état spontané dans les monts de la région de Laghouat. Le romarin (Rosmarinus
Officinalis L.) fait I’objet des récentes recherches dans les domaines pharmaceutiques,
cosmetiques et agro-alimentaires. C’est un herbe aromatique de la famille des Labiées,
appréciées pour ses propriétés aromatiques, antioxydantes, antimicrobiennes,
antispasmodiques et anti-tumorales et largement utilisées en médicine traditionnelle (Atik
bekkara et al ., 2007).

Ce travail a pour objet de I’extraction et I’études de I'activité antioxydante de huile

essentielle de la plante Rosmarinus officinalis.L.



Introduction

- La premiére partie propose une recherche bibliographique sur le sujet qui est
consacré a I’étude des plantes médicinales, 1’activité antioxydante des huiles essentielles
ainsi que leurs procédés d’extraction.

- La seconde partie met en évidence le matériel et les méthodes utilises lors de la
réalisation de cette étude, tels que la méthode d’extraction de I’huile essentielle, 1’étude
I’effet antioxydant in-vitro en utilisant le test DPPH et le test molybdate.

-La troisieme partie présente et discute les résultats obtenus suivie par une
conclusion qui fait une synthese claire des principaux apports du mémoire en termes de
méthodologies proposées et des résultats obtenus. Ainsi, de nombreuses perspectives

importantes qui font suite a ce travail.
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Chapitre I : les plantes médicinales

1.1 Plantes médicinales

Le monde des végétaux est plein de ressources et de vertus pour I’homme non seulement
sa nourriture mais aussi des substances actives qui procurent souvent un bienfait a son

organisme parfois affectent de troubles insidieux (Beloued.,2001).

Depuis des milliers d'années, I'nomme a utilisé les plantes trouvées dans la nature, pour

traiter et soigner des maladies (Dominguez,., 2020).

Les plantes medicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I'élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont
utilisés directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiéres premiéres
pour la synthése de médicaments ou comme modeles pour les composés

pharmacologiguement actifs( Mimouna et al.,2021)

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus du

métabolisme secondaire. Elles produisent déja 70% de nos médicaments,
1.1.2 Définitions des plantes médicinales aromatiques

Ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou de substances pouvant étre utilisées a de

fine thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthese de drogues utiles.

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie possede
des Propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques

(métabolites primaires ou secondaires) (Jamaleddine., 2017).
1.1.3 Les avantages des plantes médicinales aromatiques

Les plantes médicinales aromatiques ont connus ces derniéres années un important regain
d’intérét et ceci devant le recul des produits chimiques. La diversité de leur utilisation
(pharmacologie, cosmétique, fabrication de détergents, teinture et produits de massage) a

accru la demande, surtout en huiles essentielles(Baba Aissa., 2000).



Chapitre I : les plantes médicinales

Tableaul : Importance thérapeutique et économique des plantes médicinales aromatiques.

Importance thérapeutique

Importance économique

-utilisées pour prévenir, soigner ou soulager
divers maux.
pour favoriser la santé. Chaque plante

médicinale a une définition qui lui est

propre et une utilisation spécifique
(Kansole, 2009).
-Traitement d’infections chroniques ou

récurrentes (bronchites, cystites), d'allergies,

d'affections liées a une mauvaise

circulation, de troubles hormonaux et

gynécologiques (ménopause, regles
irréguliéres), d'affections gastro-intestinales,
de  problemes  dermatologiques ou
d'affections légéres du systeme nerveux
La

phytothérapie soigne aussi les maladies

(stress, insomnie et spasmophilie).

articulaires comme l'arthrose (Iserin et al.,
2001).

-utilisées dans de nombreuses activités qui
font I’objet d’échanges commerciaux pour
la fabrication de médicaments car elles
représentent la partie importante et
essentielle de matiéres premieres qui sous-
tendent I’industrie pharmaceutique.

-Utiliser comme aromes pour amélioration
de gout ou colorants naturels.

-Utiliser dans la fabrication de produits
huiles

cosmétique par [I’utilisation des

volatiles.( Iserin et al., 2001).

1.2 La plante Rosmarinus officinalis-L

1.2.1 Description

Le romarin, est un arbrisseau de la famille des Lamiacées originaire des pourtours de la

Méditerranée. Il posséde de nombreuses vertus phytothérapeutiques, mais c'est aussi une

herbe condimentaire et une plante mellifére, ainsi qu'un produit fréquemment utilisé en

parfumerie. Le romarin peut atteindre jusqu'a 1,50 m de hauteur.
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Il posséde des feuilles persistantes sans pétiole, coriaces, légérement enroulés aux bords,

vert sombre luisant sur le dessus, blanchétres en dessous, avec une odeur tres camphrée.

Les fleurs varient du bleu péle au violet(Williams, 1996).

Tableau 2 : autres appellations de la plante de Rosmarinus officinalis-L

Pays
Algérie

Maroc

Tunisie

France

Allemand

Nom vernaculaire

Lazir, Iklil Aljabal, aziir
Ouzbir,hatssa louban,
haselban

Touzala

azir, barkella, haselban,
AKIil, iklil ljabal, klile

azir, barkella, haselban,
AKIil, iklil ljabal, klile
Herbe-aux-courounnes,
rosee de mer, rose marine,
romarin des troubadours,
bouquet de la vierge

Folia Anthos, Folia
Rorismarini, Encensier,
rosemary (Angl),
Rosmarinblatter,
Krankrautblatter,
Kranzenkrautblatter,

Rosmarein

Référence
(Schauenberg & Paris,
1977.,2006,2013) (El

Rhaffari, 2008).

(El Rhaffari ., 2008).
Bellakhda.r, 2006)
(El Rhaffari., 2008).

(Botanica ., 2011; Monod,

1978)

(Pharmacopée-francaise,
1998)

1.2.2 Classification botanique (Quézel & Santa., 1963 modifiée., 2020).

Tableau 3 : classification botanique de Rosmarinus officinalis-L.

Rénge
Embranchement
Classe
Ordre

Plantes

Spermaphytes

Dicotylédones

Lamiales (Labiales)
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Famille Lamiaceae
Genre Rosmarinus
Espece Rosmarinus officinalis L

1.2.3Utilisation du Romarin
1.2.3.1 Utilisation traditionnelle et propriétés thérapeutiques

Le romarin est connu a 1’échelle mondiale comme plante aromatique et médicinale qui fait
I’objet d’usages multiples allant du simple usage de la médecine traditionnelle aux
multiples usages industriels: pharmacologie, agroalimentaire, cosmétique et autres
(Hamedo et Abdelmigid, 2009).

Le romarin est un stimulant ou un calmant mais c’est surtout un remede diurétique,
cholagogue et un stimulant digestif ; il est également employé contre les coliques
néphrétiques, les vers et les rhumatismes ((Djerroumi et Nacef., 2004)En usage externe, il
combat la regle irréguliere, les pertes blanches, accélere la cicatrisation, guérit les entorses,

les foulures et les contusions (Djerroumi et Nacef., 2004)

Le thé du romarin peut étre utilisé pour les maux de téte et les rhumes guéris, ainsi il est
utilisé comme diurétique efficace et stabilisateur de I'numeur (Haloui, Louedec, Michel, &
Lyoussi., 2000).Rosemary était censée de renforcer la mémoire dans la Grece antique
(Rili,et a.1,2017)

1.2.3.2 Activité biologique de Rosmarinus officinalis-L.

L'extrait d'huile essentielle de romarin faisait partie du groupe d'huiles essentielles ayant
des effets antifongiques (Yang & Clausen., 2007).

L’huile essentielle de romarin posséde selon les travaux de recherche une activité
insecticide (Khalfi-Habes., 2007). L’HE de romarin a montré une grande activité de ses
composantes a des systemes de test anticancéreux, et les activités ont été principalement
liés a leurs concentrations (Wang et al.,2012).

L’huile essentielle du romarin s’est avérée un agent ovicide contre trois especes de
moustique (Anopheles stephensi, Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus) (Prajapati et
al.,2005).



Chapitre I : les plantes médicinales
I1. Huiles essentielles

L'utilisation des huiles essentielles et la connaissance de ses propriétés curatives remontent
aux civilisations chinoises et égyptiennes car elles sont considérées comme une des plus

anciennes formes de la médecine et de la cosmétique.
11.1 Définition

D'abord, le terme "huile essentielle” a éte défini par I'Agence nationale de sécurité du
meédicament et des produits de santé (ANSM) :

« Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiere
premicre végétale botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit
par distillation séche, ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile
essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique

n’entrainant pas de changement significatif de sa composition. »

Mais il a été également défini par I'Organisation internationale de

normalisation (Norme ISO) :

« Produit obtenu a partir d’une matiere premicre d’origine végétale, apres séparation de la
phase aqueuse par des procédés physiques : soit par entralnement a la vapeur d’eau, soit
par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche. »(

Jean Bruneton ;1999)

Une huile essentielle est un liquide odoriférant d’aspect fluide a épais et de couleur
variable selon les plantes dont elle est extraite. Elle est étre extraite de différentes parties
d’un végétale : les feuilles (menthe poivrée, basilic grand vert), les fleurs (lavande), le bois
(cédre Atlas, santal blanc), les racines (gingembre, valériane, vetiver), les graines
(coriandre, anis vert, carotte).elle obtenue par distilation ou par extraction chimique ,par
des solvants(eau, alcool ou autre)( Van beek et al,2018).
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I1.2 Procédés d’extraction d’huiles essentielles

Les HEs sont obtenues de diverses manieres. Le choix de la technique dépend de la

localisation histologique de I’huile dans le végétal et de son utilisation

Tableau 4 : les méthodes et le principe d’extraction des huiles essentielles.

Méthode Principe Référence

L'entrainement a la vapeur | consiste a faire passer un courant de vapeur d’eau | (Marzouk et al.,
d'eau :(distillation simple) | dans une cuve contenant les plantes. Sous 1’action de | 2006).

I’humidité et de la chaleur les huiles essentielles
volatiles se libérent. Ensuite cette vapeur d’eau et
d’huile essentielle passe dans un serpentin refroidi par
de l’eau. La vapeur se condense alors dans le
serpentin, et retourne a 1’état liquide. Ce liquide,
mélange d’eau et d’huile essentielle est recueilli dans
un essencier qui sépare les deux éléments. En effet,
I’huile essentielle est non miscible a ’eau et plus
légere donc elle se retrouve dans la partie supérieure

de I’essencier.

hydro distillation C’est la méthode la plus ancienne. Pour ce faire, on | (El-Hassouni, et al
charge la cuve d’un alambic en plantes aromatiques | ,.2020) .

auxquelles on ajoute une quantité d’eau
correspondant a deux, et jusqu’a six fois la quantité
d’eau en matiéres premiéres. On porte ’ensemble a la
température nécessaire a la production de vapeur

d’eau.

La distillation a vapeur | C’est la méthode la plus couramment utilisée pour
saturée la fabrication des H.E. Elle consiste a faire passer de
la vapeur d’eau a travers la mati¢re végétale placée
dans I’alambic. La vapeur provoque I’ouverture des
cavités des plantes qui libérent ainsi les molécules
des huiles volatiles. La température doit étre ajustée
et contrblée pour ne pas « brller » 1’élément végétal
ni dénaturer I’huile essentielle. La vapeur qui contient
I’H.E. est dirigée a travers un systéme de
refroidissement (serpentin) ou elle se liquéfie, ce qui

sépare de fait I’huile essentielle de 1’eau.

L'hydrodiffusion Cette appellation désigne une autre forme de | (Brouneton,.2009 ;
distillation a la vapeur : la vapeur est introduite par | Figueredo,.2007).

10
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le haut pour passer a travers la matiére végétale
choisie. La condensation du mélange de vapeur
contenant I’huile se produit sous la grille retenant la
matiere végeétale. Cette méthode utilise moins de
vapeur, le processus d’obtention est plus court et le

rendement en huile est meilleur.

Extraction par  micro-

ondes

L’avantage essentiel de ce procédé est de réduire la
durée de distillation et incrémente le rendement

d’extrait.

(Bruneton, 2009).

Extraction par du CO2

supercritique

Trés moderne, tres colteuse, cette méthode consiste
a faire passer un courant de CO2 a haute pression qui
fait éclater les poches a essence et entraine les

substances aromatiques.

Bocevska et
2007
Gaspar et al,.
2000).

Sovova,

Extraction par solvants

Cette méthode est utilisée pour obtenir des huiles
florales extrémement parfumées. Les plantes et le
solvant sont placés dans un récipient et chauffés pour
favoriser I’extraction des huiles par le solvant. La
mixture ainsi obtenue est ensuite filtrée et devient ce
que I’on appelle un «concret», qui est alors mélangé a
de I’alcool, refroidi et filtré. Aprés évaporation de

I’alcool, reste 1’huile trés parfumée, appelée «absoluy.

(Bruneton,
2009).

L'expression a froid

Cette méthode d’extraction dite « pression a froid »
n’implique aucune chaleur. La plupart des H.E.
d’agrumes sont extraites par ce procédé, qui consiste
a4 soumettre la matiére & une grande pression
mécanique (écorces ou zestes, de bergamote, citron,

lime, mandarine, orange).

(Lahrech ,. 2010).

11.3 Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles forment un groupe tres homogene (Bernard et al., 1988 ;

Bruneton, 2009). Leurs principales caractéristiques sont :

e Liquide a température ambiante.

e Elles n’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes ;

e V/olatiles et trés rarement colorées ;

e Une densite faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpénes ;

e Unindice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpéne et en

11
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dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpéne donnera un indice élevé, cependant
une teneur élevée en dérivée oxygénés produira I’effet inverse ;

e Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants
organiques mais peu solubles dans I’eau ;

e Douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de
composés asymetriques ;

e Tres altérables, sensibles a 1’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant
lieu a la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri

de la lumiére et de I’air (E1 h ,2021).
11.4 Composition chimique

Comme toute substance, les HEs se caractérisent par une composition chimique
analysable et trés variable. Le nombre de composants isolés est d’environ des milliers et il
en reste beaucoup a découvrir. Ces constituants appartiennent, de facon quasi exclusive, a
deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes: le groupe des
terpénoides (les composés terpéniques) et le groupe des composés aromatiques dérivés du
phenylpropane, beaucoup moins fréquents. Elles peuvent également renfermer divers
produits issus du processus de dégradation mettant en jeu des constituants non volatils
(Festy, 2012).

11.4.1 Terpénoides

Les terpénes sont de simples hydrocarbures(C5H8), La plupart des terpénoides avec la
variation de leurs structures sont biologiquement actifs et sont utilisés dans le monde entier
pour le traitement de nombreuses maladies (Tableau 4). Pendant ce temps, les terpénoides
jouent un réle diversifié dans le domaine des aliments, des médicaments, des cosmétiques,

des hormones, des vitamines, etc.

12
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Tableau 5: Les différentes classes terpéenoides (Boukhobza & Goetz, 2014).

Squelett | Type de | Exemple de | Exemple de Structure
e terpenoid | molécule
carboné | es
C5 Hemiterp | Isopréne H3C CH2
enes //
VA
H,C H
C10 Monoterp | Myrcen,
enes ocimen
\ /
myrcen
C15 Sesquiter | Sabinene 0
pénes ,camphen X _ _
sinensal
C20 Diterpéne | Acide
S abietique
Acide abietique
C30 Triterpén | Lanostérol
es
C40 Tetraterp | Caroténoide

énes

S
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+ C40 Polyterpé | Caoutchouc
s KCHE— CH=—CH — CHz} CH — CHZ}
m n

Les principales activités biologiques relevées sont liées a la recherche de nouveaux

COMpPOsés antibactériens, antifongiques, anti-inflammatoire, antiviraux,

antidiabétiques,...etc.

11.4.2 Les Composés aromatiques

Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontreés est celle des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane (Kurkin et al., 2003). Cette classe comporte des
composés odorants bien connus comme la vanilline, I'eugénol, I'anéthole, I'estragole et bien
d'autres. Ils sont davantage fréquents dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis,
fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, de la

cannelle,du basilic, de I'estragon, etc. (Bruneton, 1999).

HO HO /o

d /
g =
(©) o \\ E-anéthol(C6-C3

Vanilline(C6-C1
anilline( Eugénol(C6-C3

Figure 1 : exemple de structures de quelques composés aromatique composant les huiles
essentielles.

11.4.3 Composés d’origine diverse
Il s’agit précisément de

= composes issu de la dégradation de acide gras.
= composes issu de la dégradation des terpénes.

= composeés azotés ou soufrés(El houité,2021).
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Tableau 6: les composés d’origine diverse

Composés Structures

Composé azote =
N

W

Pyrazine

Composé soufré cH:
XNp—
T />
HC C
o

Bénzothiazo

Composés issus de la dégradation de

2
z
Z
-

terpéne

AN

B-Ionon

Composés issus de la dégradation

d’acide gras

O

Massoialactone

11 Activité antioxydante
111.1.1 Les radicaux libres

L’oxygene est un ¢lément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il

permet de produire de I’énergie en oxydant de la matiére organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxiques : les radicaux libres
organiques (Krimat et al,2017).

Un radical libre est une espece, atome ou molécule, contenant un électron non

15



Chapitre I : les plantes médicinales

apparié¢. Ce déséquilibre n’est que transitoire et il est comblé soit par 1’acceptation d’un
autre électron soit par transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Ces especes
radicalaires tres instables et trés réactives sont produites d’une maniére continue au sein de
notre organisme, dans le cadre de nombreux phénomenes biologiques. Par exemple, lors de
la respiration cellulaire, 1’oxygéne moléculaire se transforme en diverses substances
oxygénées, communément appelées radicaux libres de 1’oxygéne ou espéces réactives
oxygenées (ROS) (Aurousseau, 2002).

Radicaux libres, espéces oxygenées activées (EOA), stress oxydant et antioxydants sont
devenus des termes familiers tant dans le monde médical que dans le grand public. Au
début des années 2000, ces notions n’étaient généralement évoquées que dans les congres

scientifiques.

Mais ces dernieres années, l’industrie pharmaceutique, les laboratoires d’analyses
médicales et la presse grand public ont massivement diffusé des informations relatives aux
antioxydants, sans parfois 1’esprit critique nécessaire (Defraigne and Pincemail, 2008). Les

principaux radicaux libres sont les formes activées de I'oxygene. On en distingue Six :

L'anion super oxyde O2-.,L'eau oxygénée H202 ,Le radical hydroxyle HO-, L'oxygéne
singlet O2, L'oxyde nitrique NO ,L'acide hypochloreux CIHO. Ce sont des agents oxydants
trés agressifs. lls ont, selon les circonstances, des effets favorables ou des effets nocifs,

constituant le stress oxydant (Riccardo et al,2013).
111.1.2 Définition du stress oxydant

Le stress oxydant représente 1’incapacité pour 1’organisme a se défendre contre I’agression
des especes réactives oxygénées (ROS), en raison de 1’existence d’un déséquilibre entre la
production de ces substances et la capacité de défendre des antioxydants (Koechlin-
Ramonatxo, 2006). Le stress oxydant, principale cause initiale de plusieurs maladies,
cancer, diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires(Favier, 2003).

I11.2 Les antioxydants
I11. 2.1 Définition des antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi

retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats. Les cellules utilisent de nombreuses
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stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contrdler leurs niveaux

d’espéces réactives de 1’oxygeéne( Goudable et al.,1997)).

La nature des systemes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon

qu'on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses anti

oxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systemes enzymatiques et systemes

non enzymatiques (Shahidi, 1997).

I11. 2.2 les types des antioxydants

Les antioxydants, véritables boucliers pour I'organisme se trouvent en premier lieu dans

I'alimentation. Les principaux antioxydants naturels sont les bioflavonoides, les

caroténoides, les vitamines C et E, et le sélénium (Elaerts, 2014).Ce qui montre le(

tableau?)

Tableau 7:les types des antioxydants

Exemple Propriété
1(BHA) (E 320), (BHT) (E 321), | 1-solubilitt  dans les  milieux
Antioxydants (TBHQ), lipidiques, sont toxiques et/ou
synthétiques 2-Les gallates de propyle (E | cancérigénes a haute dose. Leur
310), doctyle (E311) et de | utilisation est donc en baise (Benoit
dodécyle (E 312) al,2020).
2- lls sont moins solubles dans les
matieres grasses, Ils sont sensibles a la
chaleur, Ils sont toujours utilisés avec
des agents complexants tels que
I'acide citrique (Frankel, 1993).
Antioxydant Vitamine C : poivron, goyave, | 1-les vitamines sont liposolubles
naturel oseille, citron, orange, Kiwi, | (solubles dans les graisses)
choux, papaye, fraises... 2- jouer un role important a la fois dans la
_ Vitamine E huile de protection contre le cancer et les maladies
tournesol, de soja, de mais, cardiovasculaires (Caillet et
beurre, margarine, oeufs... Lacroix, 2007).
- Vitamine A : foie, beurre,
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oeufs...

- Sélénium : Poissons, oeufs,
viandes...

- Zinc : fruits de mer, viandes,
pain complet, légumes verts ;

- Polyphénols (flavonoides et
tanins en particulier) : fruits et

légumes, thé...

111.3 Mécanisme d'action des antioxydants

Selon (Goudable et al.,1997) et (Barlow, 1990), un antioxydant est une substance qui,
ajoutée a faible dose a un produit naturellement oxydable a I'air, est capable de ralentir le
phénomene d'oxydation en augmentant le temps au bout duquel il y a une altération

décelable du produit. L'antioxydant peut agir de trois différentes maniéres :

En inhibant la formation des radicaux libres, on parle d'antioxydant de rupture de chaine
désigné aussi sous forme « antioxydant vrai » En fixant directement I'oxygene
préférentiellement dans la phase de propagation. En chélatant les métaux catalyseurs

d'oxydation, on parle alors « d'antioxydant secondaire».
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Chapitre Il : Matériel et méthodes

Il La plante étudiée : Rosmarinus officinalis.L.

1.1 Matériel végétal

Dans ce travail ,nous avons étudié Rosmarinus officinalis.L appartient a la famille

botanique des Lamiacées au sein du genre Rosmarinus.les information de ce

matériel(nom de plante,mois de collecte) sont rapportées dans le tableaul.

Tableau 8 : La plante étudiée, leurs nom scientifiques et noms vernaculair ainsi que des

informations sur la collecte.

Nom Noms Région de récolte | Mois de récolte Teneur %
vernaculair

ROSMARINUS Lazir,aklil Ouad moura,aflou | Mars 2020 2.5ml

OFFICINALIS aljabal. laghouat

Figure 2 : Rosmarinus officinalis.L(Nour,.2021).
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Figure 3 :carte géographique représente le site de la récolte de Rosmarinus
officinalis.L.(wikipidia,.2020).
I1.2 Calcul de teneur d’extrait

La teneur en huile essentielle est calculée par la formule donne :

T%= (m/m0)x100

Ou:

T: teneur exprimé en %.

M : masse, en gramme, de 1’huile essentielle récupérée.

MO: prise d’essai initiale du matériel végétale en gramme
11.3 Conservation

Afin I’extraction ont ajout une petite quantité de sulfate de sodium anhydre (Na2S04) a
’huile essentielle .pour éliminer tous trace d’eau.par la suite mettre I’huile dans un verre

teinté. A 1’abri de lumiére et réfrigérateur a+4C (Bruneton,.2009 ;Z hiri etbaudoux,.2005) .

11.4 Préparation de I’échantillon végétal

11.4.1 Extraction

L’huile essentielle a été obtenue par hydro distillation a 1’aide d’un appareil de type

clevenger (figure).

L'extraction se fait en placant le matériel végétal (150g) au milieu du ballon et en ajoutant

de I'eau, placé au-dessous d’un chauffe ballon. ce dernier est surmonté d’une colonne qui
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communique avec un réfrigérant ,permettant la condensation des vapeur d’eau chargées de

gouttelettes d’huile essentielle. I’extraction dure six heures .

Figure 4 : appareil hydro distillation type clevenger

11.5 Evaluation de I’activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des HES a été évalué in vitro en utilisant deux tests, le test du
DPPH, le test du molybdate.

11.5.1 Teste DPPH

11.5.1.1 Principe de la méthode

La méthode 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un test standard utilisé pour évaluer
les propriétés antioxydantes qui est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a
piéger le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est un radical stable
soluble dans le méthanol ou éthanol qui présente une absorption caractéristique a 517 nm
qui lui confere une coloration violette, cette couleur passe du violet au jaune lorsque le
DPPH est réduit en diphenypicrylhydrazine par un capteur de radicaux libres(Rather et al.,
2012).

- La réaction peut étre résumée sous la forme de 1’équation :

DPPH + AH > DPPH-H + A+
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11.5.1.2Le mode opératoire

Un volume de 1 ml, de chaque solution fille, recemment préparée dans le méthanol , est
ajouté a 1 ml de solution de DPPH(200uM) fraichement préparée. Apré 30 min
d’incubation ,a température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance est lue contre le blanc a
517 nm par spectrophotomeétrie (uv/vis). Chaque absorbance correspond a un pourcentage

d’inibition calculé par la relation suivante :

c_Ae

1% = X 100%

c
Ou : I% : pourcentage d’inhibition
AC: Absorbance du control en absence de 1’antioxydant aprés 30 min d’incubation.

Ae: Absorbance des ¢chantillons mesurés apreés 30 min d’incubation.

A partir des valeurs du I% ,nous avons tracé le graphique des variations de inhibition , en
fonction de la concentration d’huile essentielle pour déterminer les valeurs d’EC50, qui est
la concentration d’huile essentielle (en mg/ml) a 50% de neutralisation des radicaux libres

(DPPH). La vitamine C utilis¢ comme antioxydant de référence.

O,N NO, ” O,N NO,
NO, NO,
DPPH (0x) DPPH (red)
purple yellow

Figure 5 : schéma représente le protocole expérimentale de teste DPPH et leur réaction.

11.5.1.3 Principe de teste molybdate

11.5.1.4.1 Principe
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Le test phosphomolybdate (PPM) est basé sur la réduction, en milieu acide, de 1’ion Mo+6
en ion Mo+5 par des substances réductrices présentes dans 1’extrait végétal qui forment

avec le phosphate-Mo+5 des complexes de couleur verdatre. (Prieto et al., 1999)

11.5.1.4.2 Mode opératoire

L’extrait d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis a différentes concentrations (50 ;

100 ;150 ; 200 pg/ml) est mélangé a 2 ml de réactif molybdate (préparé a partir de

molybdate d’ammonium a 4 mM, du phosphate de sodium a 28 mM et de I’acide
sulfurique a(0,6 mM). Les solutions ont été ensuite incubées a 95°C pendant 90 minutes

dans un bain marié. L’absorbance a été mesurée a 695 nm.

A partir des valeurs de Abc , nous avons tracé le graphique des variations de 1’absorbance,
en fonction de la concentration de huile essentielle. La vitamine C utilisés comme

antioxydant de référence.
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Résultats et Discussion

I1I1.1 Détermination du rendement d’extraction

La premiére quantification a faire est celle du rendement en huile essentielle obtenue par la
technique d’hydrodistillation normé pour I’extraction des huiles essentielles (Marie
Elisabeth., 2005). Ce rendement est calculé a partir du poids des huiles essentielles par
rapport au poids sec de la masse végétale utilisée dans 1’hydro distillation, Le rendement
en huile essentielle de la partie aérienne de Rosmarinus officinalis est de I’ordre de 0,41%),
les resultats obtenus de nos HES sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes
AFNOR. (AFNOR., 1999) (Tableaul)

Tableau 9 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de romarin.

Aspect Couleur Odeur
L’AFNOR Liquide Presque fraiche, plus ou

mobile, incolore a moins camphrée

limpide jaune pale selon I’origine
Huile Liquide Jaune pale Camphrée
Essentielle mobile,

limpide

Le rendement obtenu dans notre étude, est inférieur a celui du romarin marocain et
similaire  au romarin tunisien, ou les rendements en huile essentielle obtenus par
entrainement a la vapeur étaient d'environ 1,2 % et 0,44 % respectivement (Wolling A et
al, 2016). Cette constatation, est similaire avec les travaux de (BOUSSADIA et al, 2020)
et (EI Kharraf Set al, 2021).

Cette différence de rendement pourrait-étre expliquée par la méthode d’extraction, le
moment de la récolte de la plante (stade de floraison), l'altitude, du climat, partie utilisée et
si les plantes étaient sauvages ou cultivées ((Wolling A et al, 2016 ; El Kharraf Set
al,2021).

26



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1631074816300479#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1631074816300479#!

Chapitre 111 :Résultats et discussion

Tableau 10 : Rendement en HE de romarin selon deux méthodes d’extraction (Wollinger

et al., 2016).
Rendement%
Méthode d’extraction Alexander et BRUNETON
al., (2016) (1999)
hydro distillation 1,8% 1a25%
entrainement a la vapeur  2,5% 1a25%

d’eau

111.2 Evaluation de I’activité antioxydante
111.2.1Test DPPH

L’activité antioxydante de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis-L et de
I’antioxydant standard (I’acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a 1’aide
d’un spectrophotométre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage de la couleur violet (DPPH) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm.

L’activité antioxydante de 1’huile essentielle et de 1’antioxydant synthétique est exprimée
par le facteur 1Csp qui exprime la quantité d’antioxydant requise pour diminuer la
concentration du radicale libre de 50% ; plus La valeur d’ICs est petite, plus 1’activité de

I’extrait testée est grande.

En comparant les valeurs IC50 de I’extrait testé de huile essentielle de Rosmarinus
officinalis-L par rapport & celui de la VIT C, nous remarquons que I’activité antiradicalaire
de I’extrait est inférieure a la capacité du piégeage du radical DPPHe de la substance de

référence.

L’HES du romarin a montré une activité antiradicalaire (IC50 =0,0109/ml+0,048),
inférieure a celle de ’antioxydant de référence VIT C (0,005 g/ml+ 0,073) (Tableau 3).
L'effet antiradicalaire des huiles essentielles sur le DPPHe est dii a leur capacité donatrice

d’un atome d’hydrogene (Conforti et al. , 2006).

Nos résultats ont montré que 1’huile essentielle du romarin était parmi les huiles qui ont
une activité antioxydante importante (Sacchetti et al., 2005 ,Beretta et al., 2011, Wolling et
al., 2016, Rili., 2017).
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Tableau 11: les valeurs IC50 (mg/ml) des différents échantillons d’huiles essentielles de

teste( DPPH).
ICs0 (Mg/ml)

Rosmarinus officinalis-L 0,010+0,048
Mentha pulegium 0,76 £ 0,015
Thymus vulgaris 1,07 £ 0,013
VITC 0,005 + 0,073

80

20 y2=_9159,8x *

60 ’R M

50

£ 40 TS

30

20

10 /

0 / : : : : .

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

concentration g/ml

Figure 6 : Courbe représentant la variation du pourcentage d’inhibition du DPPH en

fonction de la concentration en acide ascorbique.
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Figure7 : Repréesentation graphique du pouvoir réducteur DPPH de I’HE de Rosmarinus

officinalis-L.

Au vu de la courbe illustrée ci-dessus (figure 7), on remarque que le pourcentage d’activité
antioxydante augmente avec 1’augmentation de la concentration soit pour la vitamine C ou
pour I’extrait d’huile essentielle. Il semble aussi que 1’activité anti-radicalaire est fortement
dépendante aux concentrations d’HE, plus I’extrait d’HE est concentré, plus le pourcentage
d'activité est éleve.

L’huile essentielle étudiée dans ce travail a montré un ICsy important a celui de
I’antioxydant de référence VitC, donc une activité antioxydante moins importante. Un
résultat faible a été obtenu par Bajalana et al, (2017), pour une valeur d’ICs de 0,077mg /I

et par Aleksandar et al, (2014) sur les huiles essentielles de romarin.

la figure (8) représenté I’activité antiradicalaire de I’HE de romarin avec

I’antioxydant de référence VITC .
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0,05 -
0,045
0,04 ~
0,035
0,03 ~
0,025
0,02 -
0,015
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rosmarinus vitamin C
officinalis

Figure 8 :Les valeurs d’IC50 de huile essentielle étudié avec huile essentielle référence

et antioxydant standar VITC en utilisant le test DPPH.

Ainsi, nos résultants comparés au résultats d’autre espéces de la méme famille
(lamiaceae) ,Les résultats démontrent qu’Origanum vulgare (ICsoEgy = 0,74 + 0,005
mg/ml; 1Csoepy = 0,32 + 0,025 mg/ml; 1Csoeny= 1,29 £ 0,057 mg/ml), Mentha
pulegium (ICspeey) = 0,76 £ 0,015 mg/ml; 1Csoepy = 0,65 + 0,028 mg/ml; ICsoEpy = >2
mg/ml), Thymus serpyllum (ICsoegr = 0,93 + 0,02 mg/ml; IC50(ED) = 0,89 + 0,018 mg/ml;
ICsoeny = 1,32 + 0,085 mg/ml) et Thymus vulgaris (IC50(EEt) = 1,07 = 0,013 mg/ml;
ICsoepy = 1,06 = 0,014 mg/ml; 1Csoe= 1,72 £ 0,10 mg/ml) possedent des activités

antioxydantes plus importantes par rapport a notre échantillon (Tamert et al., 2016).

111.1.2 Pouvoir réducteur de phosphomolybdate d’ammonium

La méthode du phosphomolybdate d’ammonium est basée sur la réduction du
molybdate MO*® en MO™ par les antioxydants de I’extrait d’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis-L. Les résultats du test (Figures 9,10) montrent qu’il existe une
relation proportionnelle entre le pourcentage de réduction du molybdate et la concentration
de I’extrait.

L’évaluation de I’activité antioxydante de notre extrait a été référée a celle d’acide
ascorbique (vitamine C). Donc, a partir des pentes tirées du graphe ci-dessous, nous avons

calculé le parametre AEAc de notre extrait.
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Ce parametre, est définit comme étant la concentration de la solution standard de la
vitamine C possedant la capacité antioxydante équivalente a une solution de 1 mM de la
substance étudiée (extrait). Plus la valeur de AAEC est importante, plus le pouvoir
antioxydant des extraits est important (Boussoussa, 2016).

Les résultats du pouvoir réducteur phosphomolybdate d’ammonium de I’HE du romarin
avec le antioxydant référence VITC dans ce travails ont présentés dans le( tableau 4), les
(figures9,10)

2,5

R*=10,9937
5 _

1,5

1 /
0,5
0/
0
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0 T T T 1

0,05 0,1 0,15 0,2
CONCENTRATION

Figure 9 : Courbe du pouvoir réducteur phosphomolybdate d’ammonium par la vit ¢

(acide ascorbique).
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FigurelO: Représentation graphique du pouvoir réducteur phosphomolybdate

d’ammonium d’extrait de Rosmarinus officinalis-L.
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Tableaul? : Valeurs AEAC- de huile essentielle du Rosmarinus officinalis-L et VITC du
teste phosphomolybdate d’ammonium
AAEC (mg/ml)

Rosmarinus offinalis 0,48 + 26,66
VITC 0,37+38

Le résultat que nous avons obtenu pour I’extrait d’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis-L. du teste phosphomolybdate est inférieure a celui obtenu dans les travaux de
(Eric et al., 2012) sur I'huile essentielle de romarin récoltée dans la Chine (AAEC
=0,94mg/ml). En comparant aussi notre résultat avec les travaux de (BAJALAN et al,
2017), sur le romarin iranien remarque aussi une activité antioxydante plus élevée
(AAEC=0, 62).

D'aprés (Benabed K, 2011), L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis-L a donné
un valeur faible d’activité antioxydante , tandis que les huiles essentielles du Tymus
vulgaris, Mentha pulegium et Tymus algeriensis ont montré une activité antioxydante
importante. Plusieurs espéces appartenant a la famille des Lamiacées présentent des

activités antioxydantes importantes (Urban et al., 2021 , Touaibia,et al., 2021) .
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Conclusion

L'intérét accordé a I'étude scientifigue du pouvoir thérapeutique des plantes
médicinales n'a cessé d’augmenter durant ces derniéres années dans le but de rechercher
des alternatives aux substances chimiques, qui présentent des risques pour la santé
humaine et l'environnement. Dans ce contexte, nous avons essayé d’évaluer in-vitro
I’activité antioxydante de I’HE extraite de la plante Rosmarinus officinalis L. utilisée en

médicine traditionnelle en Algérie.

L’extraction des HES a été réalisée par hydrodistillation dans un appareil de type

Clevenger, le rendement obtenu est de 0,41%.

L’activité antioxydante des HES a été évaluée par deux tests: le test de réduction du
radical libre DPPH, et le test de phosphomolybdate. Le premier a démontré que notre HE
possedent une excellente capacité de neutralisation du radical libre DPPH avec une ICsy de
0,01+ 0,09 mg/ml pas loin de celle du antioxydant de référence vitC (0,005 £ 0,37 pg/ml).
D’autre part le test de molybdate d’ammonium montre que les HE inhibent efficacement
I’oxydation avec AEAC=40%ce qui démontre que cette plante est dotée d’une excellente

activité biologique.

A la lumiére de ces résultats, il ressort que les huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis peuvent étre utilisées pour la prévention des lésions induites par le stress
oxydant et comme antioxydants naturels dans les industries agroalimentaires, cosmétiques

et pharmaceutiques.

Quelques perspectives générales peuvent étre tirées a 1’issue des résultats obtenus
dans ce travail :

Travailler sur plusieurs échantillons de la méme espéce selon les saisons et les
stations de collection différentes pour pouvoir mener une grande étude comparative de
cette espéce;

Utiliser les différentes méthodes d’extraction pour la méme espéce afin d’étudier le
degré d’impact de ces dernicres sur les composants volatiles des huiles essentielles ;

Mener une étude des huiles essentielles de cette famille in vivo ;

Développer des médicaments antiradicalaires & base des plantes, doués d’une activité

antioxydante.
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