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Resumé

Résumé

Le romarin (Salvia rosmarinus) est une plante aromatique spontanée médicinale de la famille des
Lamiacées. Elle est considérée comme l'une des plantes les plus anciennes et les plus célébres depuis
' Antiquité. Notre travail a eu pour objectifs d’étudier I’influence du facteur région (environnemental)
sur les paramétres physiologiques et biochimiques du romarin, il vise donc a réaliser une étude
comparative entre deux extraits méthanoliques de la plante issue de deux régions différentes Oualdja et
Tamza. Le screening phytochimique a montré la présence de flavonoides, de tanins, de quinones libres,
de terpénoides et de composés réducteurs dans les deux extraits. Les dosages quantitatifs des polyphénols
totaux par la méthode de Folin-ciocalteau et des flavonoides par la méthode d’AlCI3 ont révélé que les
concentrations les plus élevées de polyphénols et de flavonoides ont été trouvées dans l'extrait RT
(30.88+1.29, 35.74+2.41 pg/mg EAG) et dans l'extrait RO avec une valeur de (27.42+1.40, 30.22+1.40
ng EQ/mg), respectivement. Les résultats de 'activité antioxydante effectuée en utilisant la méthode de
réduction des radicaux DPPH, ont indiqué que I'extrait RO posséde une activité plus puissante notamment
a des concentrations plus faibles bien que c’ce soit’extrait RT qui est le plus riche en antioxydants actifs.
L'activité antiinflammatoire a été évaluée in vitro en évaluant le pourcentage d'inhibition du processus
de changement des protéines. Les résultats ont montré que les deux extraits ont une activité importante
avec une différence légere, mais on remarque que le pourcentage d’inhibition (PI) de I’extrait RO est le

proche de celui du Diclofénac qui est utilisé comme référence.

Mots-clés :  Salvia Rosmarinus, polyphénols, flavonoides, activit¢ antioxydante, activité

antiinflammatoire.



Resumé

Abstarct

Rosemary (Salvia rosmarinus) is an aromatic, wild medicinal plant belonging to the Lamiaceae family.
It is considered one of the oldest and most renowned plants since antiquity. Our work aimed to study the
influence of the regional (environmental) factor on the physiological and biochemical parameters of
rosemary, conducting a comparative study between two methanolic extracts of the plant from two
different regions: Oualdja and Tamza. Phytochemical screening revealed the presence of flavonoids,
tannins, free quinones, terpenoids, and reducing compounds in both extracts. Quantitative assays of total
polyphenols using the Folin-Ciocalteu method and flavonoids using the AICls method showed that the
highest concentrations of polyphenols and flavonoids were found in the RT extract (30.88 + 1.29, 35.74
+ 2.41 pg/mg GAE) and in the RO extract with values of (27.42 = 1.40, 30.22 + 1.40 pg QE/mg),
respectively. The results of the antioxidant activity, assessed using the DPPH radical scavenging method,
indicated that the RO extract exhibited stronger activity, particularly at lower concentrations, despite the
RT extract being richer in active antioxidants. The anti-inflammatory activity was evaluated in vitro by
measuring the percentage inhibition of protein denaturation. The results showed that both extracts had
significant activity with a slight difference, though the inhibition percentage (IP) of the RO extract was

closer to that of Diclofenac, used as a reference.

Keywords: Salvia rosmarinus, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, antiinflammatory activity.
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Introduction

Introduction

Depuis longtemps, les plantes médicinales sont un appui précieux pour la santé traditionnelle.
Elles renferment des substances naturelles appelées métabolites secondaires, qui sont utiles non
seulement pour les plantes elles-mémes, mais aussi pour la sant¢ humaine. Ces composés intéressent
beaucoup les domaines de la médecine, de I’alimentation et méme des produits cosmétique (Chaachouay
et al., 2020).

La région de Khenchela, avec sa nature riche et variée, pleine de plantes utilisées en
phytothérapie. Cela mérite une étude plus poussée pour mieux connaitre leurs composants chimiques et
comprendre comment elles peuvent étre utiles (Adouane, 2016).

Grace aux analyses phytochimiques, on peut repérer et mesurer ces substances. Les polyphénols,
les flavonoides, les alcaloides et les terpénes sont parmi les plus recherchés a cause de leurs effets
remarquable (Dubale ef al., 2023).

Pour vérifier leurs bienfaits, on évalue notamment leur pouvoir antioxydant, antimicrobien ou
anti-inflammatoire, permettant non seulement d’établir un lien entre la composition phytochimique et
I’efficacité biologique, mais aussi d’ouvrir la voie aux futures applications en pharmacologie et en
cosmétologie (Bruneton, 2016). Ces propriétés varient en fonction de I’environnement (comme le climat
ou le sol) et de la fagcon dont on extrait les composés. C’est pourquoi il est important de faire une étude
locale (Fais et Era, 2024).

Dans ce travail, nous avons choisi d’étudier le romarin (Salvia rosmarinus), une plante bien
connue dans les remédes traditionnels. Khenchela offre un bon terrain pour étudier la variabilité des
composés phytochimiques et les activités biologiques de cette plante.

Notre étude a pour objectif la valorisation de cette plante aromatique et médicinale locale Salvia
rosmarinus par :

» L’identification les métabolites secondaires présents dans le romarin local en utilisant le
screening phytochimique.

» Le dosage des polyphénols et des flavonoides.

» L’évaluation in vitro de quelques activités biologiques : antioxydante et anti inflammatoire.

Notre travail est structuré en deux parties, initiée par une synthése bibliographique concerne une
généralité sur la plante médicinale, Salvia rosmarinus via une description botanique, classification
systématique, composition chimique, suivi de leurs 1’utilisation traditionnelle et activités biologiques. La
deuxiéme partie c’est une étude expérimentale dont son premier chapitre décrit le matériel et les
méthodes utilisées dans ce travail. Dans le deuxiéme chapitre seront présentés les résultats obtenus et la
discussion. Le manuscrit est achevé par une conclusion générale et les perspectives.
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Chapitre 01 : Généralités sur le Romarin

I. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes qui contiennent des substances capables d’aider a soigner
ou a prévenir des maladies. Ces substances, appelées métabolites secondaires, sont souvent responsables
des effets bénéfiques qu’on leur connait (Atanasov et al., 2021). Depuis 1’ Antiquité, les gens utilisent
ces plantes sous différentes formes: en tisane, décoction, huiles ou extraits. Aujourd’hui, les chercheurs

s’en inspirent encore pour fabriquer ou améliorer certains médicaments (Bruneton, 2016).

L’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estime qu’une grande partie de la population
mondiale utilise encore aujourd’hui les plantes pour se soigner. Cela montre leur importance aussi bien
sur le plan traditionnel que scientifique (WHO, 2002 ; WHO, 2013). Mais pour les utiliser de maniére
efficace et assurer leur innocuité, car elles représentent une source inépuisable pour la santé¢ humaine, il

faut bien les connaitre et les étudier avec rigueur (Kouider et al., 2019).
II. La région de Khenchela: richesse en biodiversité végétale

La wilaya de Khenchela, située dans les Aures au nord-est de I’ Algérie, possede des paysages tres
variés : montagnes, plaines, foréts, zones humides... Cette diversité crée un environnement idéal pour
une grande variété de plantes. On estime que 15 % de la région est couverte de foréts, et elle héberge de

nombreuses especes végétales, dont certaines sont uniques ou utilisées dans la médecine populaire.

Mais cette richesse naturelle est menacée par des problémes comme la sécheresse, les incendies
ou la dégradation des sols. C’est pourquoi des efforts sont faits pour protéger cette biodiversité, a travers
des programmes de reboisement et des projets de préservation.

https://doi.org/10.xxxx/jep.2001.aur%C3% A8s

ITI. Présentation de la plante étudiée : Le romarin «Salvia Rosmarinus »
I11.1 Historique du romarin

Le romarin est une plante utilisée depuis des siécles. Les anciens Egyptiens s’en servaient dans
leurs rituels, les Grecs et les Romains pensaient qu’il aidait a la mémoire et a la digestion (Nieto et al.,
2018). Pendant le Moyen Age, on I’utilisait contre les maladies, notamment grace a ses propriétés
antiseptiques. Un célebre remede appelé « eau de la Reine de Hongrie », a base de romarin, était connu

pour stimuler la circulation sanguine (Shubayr, 2023).


https://doi.org/10.xxxx/jep.2001.aur%C3%A8s
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A T’époque de la Renaissance, il était couramment recommandé pour soulager les douleurs.

Aujourd’hui, ses bienfaitset ces ses propretés antioxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne sont

confirmés par la science moderne (Nieto et al., 2018).

Dans la région de Khenchela, le romarin est toujours trés présent, aussi bien dans la culture que

dans les pratiques de santé traditionnelles (Boutabia ez al., 2016).
I11.2. Etymologie

Le nom scientifique du Romarin est : Salvia Rosmarinus. Salvia : du verbe latin Salavar qui
signifie « sauver » ou « guérir » en référence aux propriétés médicinales des espéces du genre Salvia, et
Rosmarinus : du latin ros (rosée) et marinus (marin), ce qui signifie « rosée de la mer » en référence a
I’habitat naturel de la plante, souvent trouvé sur les rivages marins en Méditerranée (Drew et al., 2017).

Le nom latin refléte ainsi a la fois I’habitat cotier de la plante et son réle dans les pratiques médicinales.
Le romarin peut avoir différentes appellations :

» Francais : Romarin commun, Romarin officinal, couronne de la montagne
> Berbére : Ighzer n waman, Asurar

» Arabe : iklil al-jabal, klil,

» Anglais : Rosemary

ITL.3. Origine et définition

Le romarin est une Trés bonne plante mellifére, qui se reconnait de loin par son forte odeur,
originaire des régions méditerranéennes, notamment des zones cotieres rocheuses, cette plante est
particulierement adaptée aux climats secs et ensoleillés, ¢’est une plante vivace reconnue pour ses vertus
médicinales et culinaires (Fatemeh, 2021). Le romarin possede également une grande valeur symbolique
dans de nombreuses traditions, représentant la fidélité, la mémoire et la purification (Muhakret al.,

2024).
II1.4. Classification botanique

Jusqu'a récemment, le Romarin était classé sous le nom de Rosmarinusofficinalis, mais des études

phylogénétiques ont conduit a son reclassement dans le genre Salvia (Drew et al., 2017).
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Tableau 1 : Récente Classification botanique RosmarinusofficinalisL.(Quézel et Santa, 1963).

Récente Classification botanique RosmarinusofficinalisL.(Quézel et Santa, 1963).

Régne Plantae

Classe Equisetopsida
Sous classe Magnoliidae
Super-ordre Asteranae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espéce Salvia rosmarinus

I1L.5. Description botanique

Le romarin (Salvia rosmarinus) est un arbuste qu’on retrouve souvent dans les régions
méditerranéennes. Il pousse naturellement dans les sols secs, et peut atteindre jusqu’a deux metres de
hauteur. Ses iges sont rigides, couvertes de petites feuilles vert foncé qui sentent tres bon (Francolino et

al., 2023).
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Figure 1 : Salvia rosmarinus (Site web 1).

Les feuilles sont opposées, étroites, persistantes et de forme linéaire. Elles mesurent environ 0,3
a 0,8 cm de large et sont disposés en haut des tiges. Leur surface est couverte de petites cannelures
pubescentes. Dans la base de feuille, on peut observer une couche de cellules spécialisées appelées

cystolithes (Tuttolomondo et al., 2017).

Ses fleurs, bleu clair ou violettes, bien que certaines variétés peuvent étre blanches, apparaissent
au printemps. Elles sont petites, disposées en épis, et possédent une forme particuliére avec deux Iévres.
Les étamines sont au nombre de deux, bien visibles a I’intérieur (Ahmed, 2023). La plante posséde un
réseau de racines trés dense, qui lui permet de survivre dans des sols pauvres en eau (Vagida et Nargiz,
2022). Les jeunes tiges sont carrées et recouvertes de fins poils. Elles sont vert clair a grisatres et dégagent
une forte odeur aromatique due a la présence d’huiles essentielles. En vieillissant, elles deviennent dures

et brunes. Grace a sa forme buissonnante, le romarin résiste bien au vent et a la sécheresse (Site web 2).
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IV. Répartition de la plante dans le monde, I’Afrique et dans I’Algérie

Le romarin est une plante typique des régions autour de la mer Méditerranée. Il pousse
naturellement dans les zones a climat sec et chaud, avec une préférence pour les sols pauvres. On le
trouve principalement dans les régions cotieres et montagneuses. A 1’échelle mondiale, cette plante est
largement répandue dans le sud de la France, en Espagne, en Italie, mais aussi en Afrique du Nord
(comme en Algérie) et jusqu’en Asie Mineure. (Benhouhou et al., 2007). En Afrique du Nord, le romarin
est bien implanté en Algérie, au Maroc et en Tunisie. Sa capacité a résisté a la sécheresse et au vent en

fait une espéce dominante dans plusieurs écosystémes méditerranéens (Neffati et Sghaier, 2014).

En Algérie, il pousse particulierement dans les régions du nord et du haut plateau. Dans la wilaya
de Khenchela, il pousse spontanément dans les foréts et les sols pierreux. Sa présence abondante dans
cette région fait de lui une ressource végétale locale d’un intérét écologique, économique et médicinal

important (Bouzabata et al., 2020).

A
"’1\ l‘:“[

» -
" S T

B Native: Albania, Algeria, Baleares,
Bosnia and Herzegovina, ...

B Introduced: Azores, Bermuda, Bulgaria,
Canary Islands, Cap...

Figure 2 : Distribution géographique de Rosmarinus officinalis selon le Global Biodiversity

Information Facility (Site web 3)
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Cette ¢tude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de I'université Abbes
Laghrour de Khenchela durant le mois d’avril 2025. Elle vise a évaluer les caractéristiques
phytochimiques et biologiques de Salvia rosmarinus. Ces essais ont été réalisés sur deux échantillons du
romarin récolté de deux régions distinctes. Cette perspective permet d’observer si 1’origine géographique

influence les caractéristiques de la plante, en particulier leur teneur en métabolites secondaires.
Notre protocole de manipulation se compose de deux parties :

v' La premiére concerne I’extraction et ’analyse phytochimique des échantillons du romarin par
une étude qualitative et quantitative. La démarche est la suivante :
»  Extraction methanolique du Salvia rosmarinus
»  Analyse phytochimique :
. Une étude qualitative
- Screening phytochimique
. Une étude quantitative
-Dosage des poly phénols totaux.
- Dosage des flavonoides.

v' Ladeuxiéme c’est I’évaluation des activités biologiques et pharmacologiques in vitro :

o Evaluation de ’activité antioxydante.
) Evaluation de ’activité anti inflammatoire
1. Matériel

I.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilis¢ dans cette étude provient de la plante de romarin (Salvia Rosmarinus)
récoltées manuellement dans deux régions différentes de la wilaya de Khenchela ; région de Tamza (RT)
et région d’Oualdja (RO) au cours du mois de février 2025. Apres la récolte, seules les feuilles ont été
sélectionnées pour la suite des expériences. Ces dernicres ont été lavés a I’eau courante afin d’éliminer
toute impureté, ensuite séchées a I’air libre, dans un endroit propre, sec et a I’abri de la lumiere directe,
pendant environ deux semaines. Une fois séches, les feuilles sont broyées a I’aide d’un moulin électrique
jusqu'a obtention d’une poudre fine, conservée dans des flacons en verre foncé, a température ambiante,

a I’abri de la lumiére et de I’humidité jusqu’a I’utilisation.
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I.2. Réactifs chimiques et équipements

Le tableau 2 représente les réactifs chimiques et les instrumentations utilisés :

Tableau 2 : Réactifs chimiques et instrumentations.

Réactifs chimiques et solvants

Hydroxyde d’ammonium NH4+OH
Hydroxyde de sodium NAOH

Acide sulfurique H2S04
Chloroforme CCl4
Acide acétique

Méthanol CH30H

Chlorure d’aluminium AICl3

Carbonate de Sodium NaCO3

Réactif Mayer

Réactif Wagner

Réactif de Folin
Solution de Fehling
DPPH en poudre

Sérum Albumine Bovine

Eau distillée

Appareillages utilisés

Spectrophotometre

Bain Marie

Etuve universelle de 220°C
avec ventilation (MEMMERT)
Agitateur magnétique
(SCILOGEX)

Balance analytique (OHAUS)
Balance(KERNPCB)

Evaporateur

11

Matériels

Bécher

Eprouvette graduée
Pissette d’eau
Ballon a fond rond
Spatule

Entonnoir

Burette graduée
Eprouvette graduée
Tubes a essai+ Support
Flacons

Pince

Papier filtre

Pipette graduée
Micropipette

Verre de montre
Barreau Magnétique

Boites de pétri
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I1. Méthodes
I1.1. Préparation de I’extrait méthanolique

Deus extraits méthanoliques sont préparés a partir des poudres végétales de feuilles de romarin
issues de deux régions différentes. Pour chaque échantillon une quantité de 20 g de poudre végétale est
mélangée avec 100 ml d’une solution hydro-alcoolique (méthanol 80 ml /eau distillée 20 ml) dans un
bécher avec un barreau magnétique, la préparation a été couverte par un parafilm et le bécher par papier
aluminium puis placé sur l'agitateur magnétique pendant 24 heures. Les mélanges récupérés sont ensuite

filtrés sur un papier filtre et soumis a une évaporation a sec sous température qui ne dépasse pas 40° a

’aide d’un évaporateur rotatif.

Agiter pendant
24 heures

Filtration
avec papier
filtre

Matiere
végétale

20 mg
+ .
Méthanol/ E;/:]g;)g&:)t:l(;n
H 2
02 température

40°

Figure 3 : Les étapes de la préparation des extraits méthanoliques.
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I1.2. Etude qualitative : Analyse phytochimique

L’ensemble de test réalisés afin de repérer les principaux composés présents dans les échantillons
de romarin, ils permettent de marquer les différents métabolites secondaires et d’identifier certaines
familles comme alcaloides, flavonoides, tanins...Chaque test entraine un changement soit de couleur ou
I’apparition d’un précipité ce qui permet de confirmer la présence de composé recherché (Maheshwaran

et Nadarajah, 2023). Chaque test a été appliqué aux deux échantillons.

> Flavonoides (test de Shinoda) :

Dans un bécher, macérer 10 g de poudre séche dans 150 ml d’HCI dilué¢ (1 %), le bécher est
recouvert de parafilm et enveloppé par une feuille d'aluminium et laisser pendant 24 heures sur un
agitateur magnétique. Le mélange est filtré et poursuivi avec le test suivant : prélever 10 ml du filtrat, le
rendre basique par 1’ajout des gouttes de NH4OH a 10 %.

o L’obtention d’un anneau confirme la présence des flavonoides
»  Saponosides : Test de mousse :

Dans un tube a essai, mettre 10 ml d'extrait et agiter le tube longitudinalement pendant 15 secondes.
Laisser reposer 15 minutes.

o La hauteur de mousse constante résultante indique la présence de saponines, puis on mesure la
hauteur de mousse produite dans le tube.
»  Tanins :

Mettre 2 ml de I'extrait dans un tube a essai, puis on ajoute 0.5 ml d’une solution aqueuse de
chlorure de fer (FeCls3) a 1%.

o La présence d’une coloration verdatre ou bleue noiratre indique la présence de tanins.
> Quinones libres :

Pour détecter la présence de quinones libres, dans un tube a essai ajouter 0,5 ml dilué¢ a 1 %
d'hydroxyde de sodium (NaOH), a 5 ml d'extrait.

e La couleur jaune, rouge ou violette indique la présence des quinones libres.
> Coumarines : Fluorescence UV :

Préparer deux tubes a essai, dans le premier introduire 0.5 ml d'hydroxyde d'ammonium (NH4OH)
dilué a 10 % avec 1 ml de I'extrait, et dans le deuxiéme préparer un extrait non traité au NH4OH qui va
nous servir d’un témoin. Apres on dépose une goutte sur un papier-filtre.

o La présence de coumarines est indiquée par 1’apparition d'une fluorescence intense sous lumiere

ultraviolette (365 nm).
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> Stérols et triterpénes : Test de Liebermann-Burchard :

Dans un tube a essai, introduire 5 ml de I'extrait et ajouter 0.5 ml d'anhydride acétique et 0.5 ml
d'acide sulfurique. Laissez-le dans une période d'incubation pendant 15 minutes.

o L’apparition d’une couleur violette ou verte, indique que le test est positif.

> Composés réducteurs :

Dans un tube a essai introduire 1 ml d’extrait, ajouter 2 ml de la solution de Fehling (1 ml de la
solution A et 1 ml de la solution B) puis incuber dans un bain marie bouillant pendant 8 minutes.
J Une précipitation rouge brique indique un test positif.
> Terpénoides : Test de Salkowski :

On ajoute a 5 ml d’extrait, 2 ml de chloroforme et 3 ml d'acide sulfurique concentré.
¢ La formation de deux phases et I'apparition d'une couleur brune dans I'interphase indiquent la présence
de terpénoides.
> Alcaloides :

Dans un bécher, on ajoute a 1 ml de I'extrait, des gouttes d'acide chlorhydrique dilué a 1 % puis
on divise la solution en deux parties égales dans deux tubes avec I'ajout de 0.5 ml de réactif de Mayer
dans le premier tube, comme ajouter la méme quantité de 0.5 ml de réactif de Wagner dans le deuxiéme
tube.
¢ Un précipité blanc ou brun se forme, respectivement, indiquant la présence d'alcaloides.
> Anthraquinones :

On mélange 5 ml de l'extrait avec 5 ml d'hydroxyde d'ammonium (NH4+OH dilué a 10 %), en suite
on agite.

e [’apparition d'une couleur violette indique un résultat de test positif.

IL3. Etude quantitative
I1.3.1. Dosages des polyphénols totaux

Le contenu total en polyphénols des extraits méthanoliques a été¢ déterminé en utilisant la méthode
de Folin-Ciocalteu, une technique largement utilisée pour doser les polyphénols des extrais végétaux. Ce
réactif est composé principalement d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040), d’acide
phoshophotungustique (H;PW12040), et d’eau (Pérez et al., 2023), tous les composés phénoliques sont
oxydés, ce qui aboutit a la formation d’oxyde bleus de tungsténe et le molybdéne (Rejeb, 2007).
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a. Mode opératoire

Ce dosage a ¢été réalisé selon la méthode décrite par Bendjersi (2017) :
e 200 pl d’extraits méthanoliques + 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué a 10 %.
e Agitation, et incubation pendant 04 min a la température ambiante.
e Ajout de 800 pul de solution de carbonate de sodium (Na,COs3) (75 mg/ml).
e Incubation pendant 2 heures dans I’obscurité et a température ambiante.

e L’absorbance est étudiée a 765 nm, par spectrophotométrie UV-visible.
b. Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
courbe d’étalonnage de 1’acide gallique qui est ’étalon le plus utilis¢ dans la méthode de Ciocalteu a
différentes concentrations et exprimée en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg E).
I1.3.2. Dosages des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode colorimétrique, de I’hydroxyde
de sodium (NaOH) et du trichlorure d’aluminium (AICl3). On observe la formation d’un complexe jaune

qui est absorbé dans le visible a 448 nm (Zirare, 2014).
a. Mode opératoire

Le port des gants et de lunette dans ce protocole est obligatoire afin de réduire les risques de la
manipulation.
500 pl de chaque extrait ont été ajoutés a 500 pl de la solution d’AlCI3 (2 % dans le méthanol).
Agiter puis incubé¢ a I’obscurité et a température ambiante pendant 10 min.
L’absorbance est mesurée a 448 nm en utilisant un spectrophotométre UV.
Le blanc est préparé de la méme fagon mais I’extrait est remplacé par le solvant qui est le méthanol.

b. Expression des résultats

Selon une courbe d’étalonnage linéaire (y =a x + b) produite par un étalon de référence : la
quercétine avec différentes concentrations, la quantité de flavonoides a été déterminée, les résultats sont

exprimés en microgrammes d’équivalent de quercetine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).
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II.4. Evaluation de I’activité antioxydante (piégeage du radical DPPH)

En raison de sa stabilité en forme radical libre, Le radical2, 2-Diphényle-1-picrylhdrazyl (DPPH)

est le substrat le plus utilisé pour évaluer I’activité anti oxydante (Bozinot et al., 2008).

®

Mode opératoire
o La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol.
Réaliser des dilutions des deux extraits (0.2/0.4/0.6/0.8/1).

100 pl de chaque dilution des deux extraits a été mélangés avec 900 ul de la solution de méthanol

de DPPH a 0.004 %.
. Incubation a température ambiante et a 1’obscurité pendant 30 minutes.

J En présence de composés anti-radicalaire, le radical DPPH change de couleur et vire de la couleur
violette a la couleur jaune.

. L’absorbance est mesurée a 517 nm.

o Le controle négatif est composé de 100 pl de méthanol et de 900 pl de la solution de DPPH.

o Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard; acide ascorbique dont

I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions de dilution (0.2/0.4/0.6/0.8/1) que les échantillons.

" O
. H
O.N N—N + A-H— O,N N—N + A"
NO, NO, @

]

VIOLET JAUNE

Figure 11 : Réduction du DPPH par un antioxydant.
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b. Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition (% PI) du DPPH selon la formule suivante
PI % du DPPH= [(At - AE) / At] x100

At : Absorbance du control négatif (blanc)
AE : Absorbance de 1’échantillon

Les absorbances du blanc et de I'extrait observée respectivement a 517 nm a partir d'équations de
régression linéaire des graphes : Y=ax +b

La concentration de l'extrait essentiel pour balayer 50 % des radicaux libres ou Clsp a été calculée
graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés, (pourcentages d'inhibition en fonction de
différentes concentrations des deux extraits) selon I'équation suivante : Clso = (Y-b) /a
I1.5. Evaluation de I’activité antiinflammatoire

L’activité antiinflammatoire de I’extrait du romarin a été évaluée in vitro par la méthode de
Kandikattu ez al. (2013). Cette méthode repose sur la capacité d’un extrait a empécher la dénaturation
des protéines, notamment celle du sérum albumine Bovine (BSA), lorsqu’elle est soumise a une
température élevée (57 C°) (Boutoumou et Ziat, 2020). La dénaturation des protéines étant a 1’origine
de nombreuses réactions inflammatoires, inhiber ce processus permet de prédire un effet
antiinflammatoire. Le Diclofénac de sodium a été utilisé comme standard de référence.

a.  Mode opératoire

o Dans un tube ajouter 100 pl de ’extrait.

o Ajouter 900 pl d’albumine bovine.

o Deux incubations successives ; la premiere a 37°C pendant 20 min et la deuxiéme a 57°C pendant
30 min.

o Ajouter 5 ml de tampon phosphate.

o La turbidité est mesurée a 660 nm.

b. Expression des résultats

Pourcentage d’inhibition % = Abs C-Abs T *100
Abs C
o Abs C : Absorbance de control
o Abs T : Absorbance de test
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Chapitre 03 : Résultats et Discussion

I. Analyse phytochimique
I.1. Rendements des extraits

Le rendement d’extraction représente la quantité d’extrait obtenu a partir d’une masse donnée de
matiere végétale séche. Dans notre étude on a deux extraits méthanoliques issus des deux échantillons

du romarin, le rendement respectif, exprimé en pourcentage calculé par la formule suivante :
Rendement % = masse de I’extrait apres évaporation (sec)/ Masse de la plante séche utilisée x 100

Les résultats obtenus sont représentés dans 1’Histogramme ci-dessous permettant de faire une

comparaison entre les rendements des deux extraits :

Le rendement des deux extraits de

Salvia rosmarinus

12
10

® RENDEMENT

S N B~ N ©
!

RT

Figure 4 : Histogramme représentant le rendement des deux extraits de Salvia Rosmarinus.

La comparaison du rendement d’extraction des métabolites secondaires du romarin récolté dans
les deux régions a révélé une variation importante. Le rendement obtenu pour la premicre région est de
5 % tandis que celui de la deuxieme est de 10 %. Une analyse comparative de plusieurs travaux révele

des différences dans le rendement d’extraction.

Le diagramme ci-dessous illustre de maniere comparative les rendements d’extraction (%)

obtenus a partir de plantes récoltées dans différentes zones géographiques :
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Figure 5 : Diagramme de pourcentage du rendement d’extraction.

selon le changement géographique. Les valeurs les plus faibles sont observées dans les régions du nord
comme Kherrata (0.26 +1.40) et Ain turk (0.05 +£0.70) (Hendel et al., 2019), tandis que les rendements
les plus ¢élevées sont signalés dans zones internes comme Saida avec un taux de 1.36 + 2.16 (Maria josé
et al., 2011). On a marqué aussi une valeur de 0.77 + 2.49 et de 0.60+ 0.95 pour I’extrait de Bechar et
Adrar, respectivement (Bekhechi et al., 2024). En revanche dans le cadre de notre étude, les rendements

obtenus a Tamza (5 %) et Oualdja (10 %) cette différence peut étre expliquer par plusieurs facteurs :

Une composition chimique naturellement plus concentré en huiles essentielles dans les populations
locales de Salvia Rosmarinus, due a des conditions pédoclimatiques favorable (sol, ensoleillement,
altitude...) (Mamen et al., 2024).
Une période de récolte (Février) proche du pic d’accumulation des métabolites secondaire contrairement
a certaines études ayant récolté hors saison optimale (Muzaffer ef al., 2022).
Une différence génétique entre les chémotypes de romarin qui pourrait produire plus de substances actifs
(Boumghar et al., 2023).

Ces résultats suggerent que la région de Khenchela et en particulier Oualdja présente un fort

potentiel pour la production d’extraits riches en métabolites.
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I.2. Tests phytochimiques

Ces tests ont été réalisés afin de détecter la présence des principaux métabolites secondaires
présents dans les extraits de romarin, permettant 1’évaluation qualitative de la composition chimique de

la plante.

-3 1

Figure 6 : Photographie de quelques tests positifs pour les deux extraits.

Les analyses phytochimiques des extraits issus des deux régions ont révélé des résultats similaires
; nous avons observé une forte présence des flavonoides, test positif également pour les tanins, les
quinones libres, terpénoides et une présence mais faible de composés réducteurs. Par ailleurs nos deux
extraits ont donné des résultats négatifs pour les : coumarines, anthraquinones, stérols et triterpenes,
saponosides et alcaloides. Cette similarité désigne une composition chimique relativement stable du

romarin malgré la différence de la région.

Une autre étude a été réalisée au niveau de la wilaya de Khenchela dans la région de Khirene par
Mamen et al. (2024) et qui confirme une certaine stabilité des métabolites secondaires présent dans les
¢chantillons prélever au niveau de la wilaya a I’exception des Saponosides qui ont donné un résultat

différent.

Les résultats de 1’analyse phytochimique des extraits de romarin récoltés dans notre étude se
distingue significativement de celui observé dans d’autres régions du pays, en effet on a remarqué une
présence positive d’alcaloides dans 1’extrait récolté de la région de Ouargla et é¢galement un test positif
pour les saponosides et coumarines au niveau d’Ouargla (Karouche et al., 2021), Eltaref (Mouissi et al.,

2022) et Bechar (Makhloufi, 2012).
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Ainsi les différences observées entre les résultats de notre étude et ceux rapportés dans d’autres région

confirme 1I’importance de 1’origine géographique dans la production de certains métabolites secondaire
notamment les : saponosides, alcaloides et coumarines, et dans la détermination du profil phytochimique

du romarin (Jordan et al., 2011).
1.3. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la méthode de Folin-Ciocalteu couramment utilisée
pour sa simplicité et sa sensibilité. Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique
par milligramme de la matiere végétale seche (ug EAG/mg), en utilisant 1’équation de la régression

linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de 1’acide gallique (Figure 07).

= y=0.0113x + 0.0686
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Figure 7 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

1.4. Dosage des flavonoides

Dans ce travail, la teneur en flavonoides totaux a été évaluée par la méthode de trichlorure
d’aluminium, des mesures de densité¢ optique pour chaque extrait réalis€¢ a 448 nm. Une courbe
d’étalonnage établie avec la quercétine a différentes concentrations été tracée. Les quantités des
flavonoides correspondantes ont été rapportées en équivalent microgrammes de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) et déterminées par 1’équation de type : Y=ax+b
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

L’extrait du Salvia rosmarinus qui provient de la région de Tamza contient une plus grande
quantité de polyphénols et de flavonoides que celui récolté de la région d’Oualdja, cette différence peut
étre liée aux conditions dans lesquelles les plantes ont pouss¢, de nombreuses études ont montré que les
facteurs comme le climat, la nature de sol.... influencent directement la production de métabolites
secondaires, lorsque la plante est soumise a des conditions difficiles elle produit souvent de substances
de défense comme les polyphénols et les flavonoides (Mamen et al., 2024). D’autre travaux également
ont souligné que I’emplacement géographique joue un role direct sur la composition du romarin, en

particulier 1’acide rosmarinique ou la lutéoline qui varie d’une région a autre (Figuero et al., 2018).

Afin d’évaluer I’'impact de la variation géographique sur la richesse en composés bioactifs,
plusieurs études ont ¢ét¢ menées a travers différentes régions algériennes en utilisant des protocoles

similaires.
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La comparaison est représentée par le digramme suivant :
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Figure 9 : Diagramme de la comparaison de la teneur en polyphénols et flavonoides.

L’étude comparative des teneurs en flavonoides et en polyphénols totaux dans différents extraits
de Salvia Rosmarinus issus de diverses régions d’ Algérie met en évidence une variabilité phytochimique
marquée qui refléte I’influence des conditions environnementales pédoclimatiques sur la biosynthese des
métabolites secondaires. On remarque que 1’échantillon provenant d’Ouargla présente la teneur la plus
¢levées en flavonoides (129.84 ng EQ/mg) (Karouche et al., 2021), suivie de I’échantillon d’Eltaref
(48.01 £ 0.9 ng EQ/mg) (Hendel et al.,2019).

Les extraits étudiés des deux régions Oualdja et Tamza affichent des teneurs intermédiaires
respectives de 30.22 + 1.40 et 35.74 + 2.41, tandis que 1’échantillon de Msila montre la valeur la plus
faible est de (7.33 = 0.04 ug EQ/mg) (Bencheikh et al., 2024). En ce qui concerne les polyphénols totaux,
la plus forte concentration est enregistrée a Msila (455.10 = 0.07 pg EAG/mg) (Bencheikh et al., 2024),
suivi d’Ouargla 268.575 ug EAG/mg (Karouche et al., 2021). A l’inverse I’échantillon d’Eltaref
présente une teneur tres faible (1.27 = 2.4 ug EAG/mg) (Hendel et al., 2019), tandis que les échantillons
de notre étude présentent toujours des valeurs intermédiaires de 30.88 + 1.29 pour I’échantillon de Tamza

et 27.42 + 1.40 pour la région d’Oualdja.
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Ces différences confirment les données rapportées dans diverses études selon lesquelles les

teneurs en composés phénoliques et flavonoides peuvent variés considérablement en fonction de I’origine
géographique, des facteurs climatiques (Bouhdid et al., 2020). Comme évoqué lors de la comparaison
des rendements, cette différence peut résulter de divers facteurs tels que la nature du sol, la saison de

récolte ou encore la différence génétique (Borras-Linares et al., 2014).
I1. L’évaluation des activités biologiques in vitro
I1.1. Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante permet d’évaluer la capacité d’un extrait a neutraliser les radicaux libres ;
dans ce travail elle a ét¢ mesurée en utilisant la méthode DPPH. Elle est représentée par le graphe

suivant :

0,25
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0,15 /

C= ==
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Figure 10 : Courbe de ’activité antioxydante ¢laborée a partir de plusieurs dilutions.

Concernant les résultats obtenus par calcule des valeurs ICso c’est a dire la concentration
nécessaire pour pié¢ger 50 % des radicaux libres, ces valeurs nous permettent de comparer directement la

puissance antioxydante des différents extraits.

L’acide Ascorbique utilisé¢ comme référence donne une meilleure activité avec une ICs tres basse
(5.2 pg/ml). Quand a nos échantillons 1’extrait RO posséde un ICso un peu plus élevé (12.7 pg/ml), cela

traduit une forte capacitée antioxydante, par ailleurs 1’extrait qui provient de la région de Tamza présente
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un ICso un peu plus ¢élevé (18.4 pg/ml) qui signifie qu’il faut une concentration plus importante pour

avoir un effet équivalent au RT.

A partir de ces résultats on peut conclure que méme quantitativement le RT est plus riche en antioxydants
actifs mais le RO posseéde une activité plus puissante notamment a des concentrations plus faibles ce qui

a ¢té observée dans la figure 10.

Les résultats sont illustrés par le secteur suivant :

0,155
0,128 | _0,45

m MSILA
12,7 ® SAHARA
# KHIRENE
RT
RO

Figure 11 : Diagramme illustrant les valeurs de CIS0 des différentes régions.

Les résultats de la Clso indiquent que 1’extrait de romarin récolté dans la région de Msila présente
I’activité anti oxydante la plus élevée avec une valeur trés faible de 0.128 pg/ml suivi par 1’extrait du
Grand Sahara avec une valeur entre 0.093 et 0.155 pg/ml (Bencheick et al., 2024), et 1’extrait de la
région de Khirene par une Clso de 0.45 pg/ml (Mamen et al., 2024). Tandis que les extraits analysés
dans notre étude présentent des valeurs de Clso nettement plus élevées traduisant une activité anti
oxydante relativement faible. Cette différence notable peut étre attribuer a plusieurs facteurs comme la
composition phytochimique, les conditions climatiques et la nature du sol, la période de récolte ou encore

la méthode d’extraction (Bekhechi ef al., 2024 ; Karouche et al., 2021).
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11.2. Evaluation de ’activité antiinflammatoire

La méthode utilisée repose sur I’inhibition de la dénaturation thermique de I’albumine sérique
bovine (BSA), plus I’extrait empéche cette dénaturation, plus son potentiel antiinflammatoire est

considéré comme élevé.

Nos deux extraits montrent une activité anti inflammatoire importante, avec une différence légere,
mais on remarque que le pourcentage d’inhibition (PI) de I’extrait RO est remarquablement proche de
celui du diclofenac qui est utilis€ comme référence, cela montre qu’il est un peu plus efficace que I’extrait

RT dans cette activité antiinflammatoire.

La différence peut étre liées a la présence de certains métabolites secondaires plus actifs donc en rapport
avec la nature qualitative que contient 1’extrait, méme si le RT est un peu plus riche en polyphénols, RO
peut contenir des molécules plus actives (Borras-Linares et al., 2014). Le diagramme 20 représente la
comparaison du pourcentage d’inhibition des deux extraits par rapport au Diclofénac, utilis¢ comme

Standard.

92,5

92 -

91,5 -

91 -

= MIN P1%
90,5
m MAX P1%
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88,5 \
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Figure 12 : Diagramme de pourcentage d’inhibition P1%.
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Une ¢étude menée par Bekhechi er al. (2024) a évalué in vitro le potentiel antiinflammatoire de quatre

¢chantillons d'huile essentielle de feuilles de romarin provenant de régions de la grande Sahara (Bechar,
Adrar, Naama), les quatre extraits riches en 1.8-cinéole et/ou camphre ont présenter une activité
antiinflammatoire appréciée, avec de bons pourcentages d'inhibition compris entre 25 % et 96 %. Par
ailleurs une autre étude réalisée par Alabaoui et al. (2025) a mis en évidence que le romarin est considéré
comme une riche source de composés bioactifs a fort potentiel pharmacologique, Les résultats suggerent
que I'huile essentielle de romarin pourrait servir de base au développement de médicaments en raison de

ces propriétés antioxydantes, antitumorales, antiinfectieuses et antiinflammatoires.

Ces ¢tudes confirment que le romarin possede une activité antiinflammatoire notable ainsi il peut étre

considéré comme une plante médicinale prometteuse pour le développement scientifique.
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Conclusion

Sacrée des 1'Antiquité pour ses vertus, l'utilisation du Romarin a perduré a travers les ages en tant
que plante aromatique et médicinale. Il s'inscrit aujourd'hui comme alternative intéressante dans les
problématiques environnementales dans les industries pharmaceutique, agroalimentaire, cosmétique,
etc... Notre travail consiste a étudier I’influence du facteur région sur les paramétres physiologiques et
biochimiques du romarin Salvia rosmarinus. Notre étude vise donc a réaliser une étude comparative entre
deux extraits méthanoliques de la plante issue de deux régions différentes Ouldja et Tamza selon la

composition chimique et les activités biologiques.

L’extrait méthanolique de la plante récoltée dans la région de Oualdja ayant un meilleur rendement (10%)
par rapport a celui de la région Tamza(5%) ainsi que les tests phytochimiques ont montré la présence de
flavonoides, de tanins, de quinones libres, de terpénoides et de composés réducteurs dans les deux
extraits. Nos résultats ont également montré des résultats négatifs a la fois pour d'alcaloides ,les stérols

et les triterpenes, les de saponines, coumarines, et les anthraquinones.

Les examens quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-ciocalteau et des
flavonoides par la méthode d’AICI3 ont révélé que les concentrations les plus élevées de polyphénols et
de flavonoides ont été trouvées dans l'extrait RT (30.88+1.29, 35.74+2.41 pg/mg EAG) et dans l'extrait
RO avec une valeur de (27.42+1.40, 30.22+1.40 pg EQ/mg), respectivement.

Selon les résultats obtenus, nous pouvons dire que : I’extrait méthanolique RO donne une bonne
activité antioxydante (ICso =12.7 pg/ml) pour la capacité de piégeage de radicaux libres (DPPH) par
rapport a I’extrait RT (ICs0=18.4 pg/ml). Concernant I’activité antiinflammatoire, les deux extraits
montrent une activité importante avec une différence légere, mais on remarque que le pourcentage
d’inhibition (PI) de I’extrait RO (91.12 + 0.35) est remarquablement proche de celui du diclofénac (91.96

+ 0.11) qui est utilisé comme référence.

Néanmoins, ce travail demeure a un stade préliminaire. Il serait nettement plus captivant d'étendre
ce travail en mettant en ceuvre différentes techniques chromatographiques, telles que la chromatographie
liquide a haute performance (HPLC), la chromatographie en phase gazeuse (CPG), et en employant des

méthodes spectrales pour déterminer la structure des métabolites a 1'origine de ces activités biologiques.

30



Conclusion

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre €tape dans la recherche

de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir

une vue plus approfondie sur les activités biologiques des extraits de cette plante.
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