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Résumé

Les plantes aromatiques et médicinales représentent une source de métabolites secondaires
biologiquement actifs tels que les polyphénols et les flavonoides. Ces substances présentent
plusieurs propriétes biologiques, telles que les activités antimicrobienne, anti-inflammatoire et
antioxydante. L’objectif de notre travail vise la valorisation de deux variétés de la plante
Rosmarinus officinalis par la quantification des teneurs en composés phénoliques, et

I’évaluation de I’activité antioxydante de leurs extraits.

Les dosages des composés phénoliques ont été évalués par la méthode de Folin-Ciocalteu pour
les polyphénols et par la méthode des d’AlICIz pour les flavonoides. Les résultats obtenus ont
révelé une richesse des extraits méthanoliques par apports aux autres extraits testés en
polyphénols avec des teneurs de 97,42 mg EAG/g et 83,65 mg EAG/g et en flavonoides avec
des teneurs de 56,49 mg EQ /g et 65,04 mg EQ /g pour Rosmarinus officinalis prostratus et

Rosmarinus officinalis respectivement.

L’évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits des deux variétés de la plante
étudiée ont été quantifiées par le test de DPPH et le test de CAT. D’apres I’analyse des résultats
obtenus, nous avons pu montrer que I’extrait méthanolique de ces deux variétés présente les
teneurs les plus élevées par rapport a I’extrait éthanolique et aqueux. Ainsi, I’IC50 pour le test
de DPPH est égale a 0,0339 mg/ml (Rosmarinus officinalis) et 0,0384 mg/ml (Rosmarinus
officinalis prostratus). Pour le test de CAT, nous avons enregistré des teneurs de 108,96 mg
EAA/g et 82,81 mg EAA/g pour Rosmarinus officinalis et Rosmarinus officinalis prostratus
respectivement. Ceci, nous permet de souligner que 1’extrait méthanolique, représente 1’extrait

le plus actif.

Les résultats obtenus peuvent étre considérés comme trés prometteurs et justifient la poursuite
des recherches, entre autres, sur 1’identification des composants antioxydants dans les extraits

des plantes.

Mots clés : Rosmarinus officinalis ; Rosmarinus officinalis prostratus ; Extrait ; Composes

phénoliques ; Activité antioxydante.
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Introduction Générale

Depuis des milliers d'années, I'hnumanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Actuellement, I'organisation
mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la terre ont recours aux
préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire (Lhuillier,
2007). Ainsi, I’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source

importante d’'une immense variété¢ de molécules bioactives (Ferrari, 2002).

En outre, I’utilisation des molécules antioxydants de synthése et actuellement remise en cause
de risque toxicologiques potentiels (Suhaj 2006 ; Tdhaoui 2007). En effet, les plantes
aromatiques et médicinales constituent une grande source d’antioxydants naturels. Leur role
suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement de plusieurs maladies, ils
sont également utilisés comme additifs en industrie agro-alimentaires, pharmaceutique et
cosmétiques (Varbanetal, 2009 ; sulhaj, 2006).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a la valorisation de ce patrimoine végétal.
Rosmarinus officinalis fait 1’objet de récentes recherches dans les domaines pharmaceutiques,
cosmétiques et agro-alimentaires. C’est un arbrisseau aromatique de la famille des Lamiaceae,
appréciée pour ses propriétés aromatiques, antioxydantes, antimicrobiennes, antispasmodiques,
emménagogues et antitumorales, largement utilisée dans les produits pharmaceutiques et en
médicine traditionnelle (Atik Bekkara et al., 2007).

Ainsi, le présent travail, a pour objectif d'étudier la teneur en composés phénoliques par dosage
spectrophotométrique des extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux de deux variétés de
Rosmarinus officinalis ainsi que d'évaluer leurs pouvoirs antioxydants via deux techniques
(DPPH et CAT).

Pour se faire, nous avons abordé dans la premiére partie de cette étude les différentes

connaissances bibliographiques sur les deux variétés de la plante étudiée.

Dans la deuxieme partie, nous avons développé le matériel végétal utilise et 1’ensemble des

méthodes utilisées.
La troisiéme partie est consacrée aux résultats obtenus, leur discussion et interprétations ;

Finalement une conclusion générale qui résume I’ensemble des résultats obtenus suivi par des

perspectives importantes qui font suite a ce travail.

1



Partie 1 : Etudes
Bibliographiques



I. Plantes Médicinales et Aromatiques
1. Geénéralités

Les plantes médicinales et aromatiques connues par leurs propriétés biologiques intéressantes
sont utilisées dans divers domaines a savoir en médecine, en pharmacie, en cosmétologie et en

agriculture.

Environ 35000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce qui
constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales continuent de répondre & un besoin important malgré 1’influence croissante du

systéme sanitaire moderne (Ahmad,1995).

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I'organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique gu'en phytothérapie : elles

présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus.

Aujourd’hui, les plantes ont montré leurs efficacités thérapeutiques prouvées et leurs bienfaits

incontestables pour notre santé (Newman et al., 2000).
2. Domaine d’application des PAM

Les plantes médicinales sont des plantes dont au moins une partie posséde des propriétés

médicamenteuses (Omar et Mohammed EI haykle,1993).

Elles sont impliquées dans différents secteurs sous formes de principes actifs, des huiles, des
extraits, des solutions aqueuses ou organiques (Iserin,1996). Elle contient, au niveau de ses

organes, un ou plusieurs principes actifs utilisables a des fines thérapeutiques.

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmaceutique et 1’¢laboration
des médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiére
premiére pour la synthese des médicaments ou comme model pour les composés
pharmaceutiques actifs. En effet, ces especes contiennent des huiles essentielles dotées
d'activités antimicrobiennes intéressantes et peuvent servir d'agents de conservation

alimentaires (Mohammadi, 2006).

Les plantes aromatiques sont a I’origine des aromates. On les utilise en cuisine, en

cosmétiques, et en phytothérapie pour les aromes qu’elles dégagent, et leurs huiles essentielles



que ’on peut extraire. Ces plantes aromatiques sont cultivées selon les besoins pour leurs

feuilles, tiges, bulbes, racines, graines, fleurs, écorce...

Les plantes aromatiques et médicinales ont une valeur thérapeutique importante et I'intérét de
ces plantes ne cesse de grandir. (Exemple : Foeniculum vulgare est utilisée pour le remeéde des

douleurs abdominales et les graines de cette espéce sont utilisées pour la production d'un

médicament pour soigner les troubles digestifs (Messkgue, 1975 ; Iserin, 1997).
3. Secteur des PAM au Maroc

Le secteur des plantes aromatiques et médicinales (PAM) au Maroc est I’un des plus riches au
monde, en raison de sa diversité plus de 4.200 especes ont été identifiées dont 800 endémiques
et 600 classées comme produits a usage médicinal et/ou aromatique, ce qui lui a permis d'étre
classé deuxiéme mondialement aprés la Turquie et 12°™ mondialement au niveau de I’export,
avec un volume de 52.000 tonnes de plantes et 5.000 tonnes d’huiles essentielles extraites. Ces
produits sont destinés essentiellement a I’Europe et les Etats-Unis », (Abdelkhalek Farhat,
Directeur général de ANPMA).

Les principaux produits exportés sont le thym, 1’huile d’argan, les roses, le R. officinalis, les

truffes et la caroube.

Le Maroc se caractérise par la présence d'un grand nombre d'unités de production de petites et
moyennes tailles et qui, pour la plupart, ont vu le jour ces trois dernieres décennies. Il s'agit

principalement :

e Des sociétés étrangeres ou filiales de groupes étrangers spécialisées dans la production de
molécules naturelles, d'infusettes et dérivés de PAM et dont le nombre est réduit a quelques
unités ;

e Des sociétés agro-industrielles marocaines qui essayent de couvrir tous les maillons de la
filiere depuis la culture passant par la transformation jusqu'a la commercialisation. Leur
nombre est également limité et elles sont basées généralement dans les grandes

agglomeérations (Casablanca, Marrakech) ;

e Des sociétés spécialisées dans la commercialisation des plantes séchées que ce soit de
culture (verveine, bouton de roses, fleur d'oranger, sauge, feuille de vigne rouge, feuille

d'olivier ...) ou spontanées (R. officinalis, myrte, menthe pouliot, mauve, ...) ;

e Des sociétés spécialisées dans I'extraction des huiles essentielles et extraits aromatiques.



Il. Présentation des plantes étudiées

1. Classification taxonomique

La classification hiérarchique du Rosmarinus officinalis et Rosmarinus officinalis prostratus a
été déterminée selon (Goetz et Ghedira, 2012) :

e Reégne: Plantae

e Embranchement: Magnoliophyta

e Classe: Magnoliopsida

e Ordre: Lamiales

e Famille: Lamiaceae

o Genre: Rosmarinus

e Espece: Rosmarinus officinalis L

e Variété: Rosmarinus officinalis prostratus

Figure 1 : Rosmarinus officinalis Figure 2: Rosmarinus officinalis prostratus

2. Description botanique et répartition géographique

2.1 Rosmarinus officinalis

Rosmarinus officinalis est une plante appartient a la famille des Lamiaceae. Elle se présente
sous forme d’arbuste sous arbrisseau ou herbacée (Atik bekkara et al., 2007), mesurant environ
de 0.8 a 2m de hauteur (Gonzalez-Trujano et al., 2007). Les feuilles sont étroitement lancéolées
linéaires, friables et coriaces, les fleurs d’un bleu péle, maculées intérieurement de violet sont
disposées en courtes grappes denses s’épanouissent presque tout au long de 1’année (Atik

bekkara et al., 2007).



Le Rosmarinus officinalis est originaire du bassin méditerraneen (Iserin,2001), au Maghreb ou
il est trés fréquent (Kaddem, 1990), il est répandu dans le Rif oriental, le Moyen Atlas oriental,
le Haut Atlas oriental et les hauts Plateaux de I’Oriental. Il est sub-spontané en plusieurs
endroits privilégiant un sol calcaire, de faible altitude, ensoleillé et modérément sec
(Schauenberg et Paris, 1977).

2.2 Rosmarinus officinalis prostratus

Rosmarinus officinalis prostratus est une variété du Rosmarinus officinalis, Elles se
differencient par leur taille maximale (d'une dizaine de centimetres a 2 metres), leur tenue
(vertical ou rampant), la couleur de leurs fleurs (violettes, bleues, blanches, roses) et de leurs
feuilles, leur rusticité. Elle se présente sous forme d’arbrisseau vivace ligneuse, rameaux, les
feuilles persistantes, étroites vertes, blanchatres dessous, la fleur bleu clair, mauve ou blanchétre
en petite grappe axillaire. Odeur trés aromatique camphrée, saveur apre aromatique amere et un

peu piquante.

Rosmarinus officinalis prostratus est cultivé en méditerranée, dans des sols drainés, au soleil

(Bremness, 2002). On le cultive du début du printemps, jusqu'a I’été (Poletti, 1988).
3. Composition phytochimique

La composition chimique de la plante dans son ensemble dépend du lieu de croissance et de
récolte ainsi que du moment de la récolte dans le cycle végétatif (idéal quand le végétal a le

maximum d’essence) (Staub et Bayer,1997).

Les résultats de I’analyse d’HPLC élaborée par (Kosar et al., 2005) et (Luis et al., 2007) ont
montré respectivement la composition suivante : lutéoline-glucoside : 2 .90 mg/g ; naringine-
glucoside : 7.16 mg/g ; lutéoline : 2.45 mg/g ; apigénine : 1.80 mg/ g. L acide vanillique 0.004
mg/g ; ’acide caféique 0.012 mg/g ; naringine 0.570 mg/g ; I’acide rosmarinique 2.080 mg/g ;
hispiduline 0.020 mg/g ; cirsimaritine 0.080 mg/g ; carnosol 0.580 mg/g ; acide carnosique
12.180 mg/g.

L’huile essentielle (1 a 5%) : plus de 50 composants terpéniques qui rentrent dans la
composition chimique d’huile essentielle de R. officinalis dont les constituant principaux sont :
camphre (15-25%) ; a-pinene (19,6%) ; Bornéol et estérifié (10,0%) ;1,8 Cinéol (15-50%)
Limonene (3,6%) (Albert. Y. et al. 1996).

En plus de I’huile essentielle on trouve dans le R. officinalis : 2 a 4% de dérives triterpéniques

tels que : I’acide ursolique, I’acide oléanolique, 1’acétate de germanicol ; des lactones



diterpéniques :dérivés de I’acide carnosolique, rosmanol, rosmadial , des acides phénoliques ,

des acides gras hydroxylés surtout des dérivés de 1’acide décanoique , des acides gras

organiques : 1’acide citrique, glycolique et glycérique , des stérols, de la choline, du mucilage

(Bellakhdar, 1997) et de la résine (Beloued, 1998).

Le criblage phytochimique de I'extrait ethanolique des parties aériennes du R. officinalis a

indiqué la présence des flavonoides, des tannins et des saponines, (Gonzalez-Trujano et al.,
2007).

18 ¢léments minéraux ont été identifiés par la spectrométrie d’émission atomique, les plus
abondants sont : Al : 146.48 mg/kg ; Ca : 7791.80 mg/kg ; Fe : 330.16 mg/kg ; K :14916.23
mg/kg ; Mg : 1634.55 mg/kg ; Na : 2711.87 mg/kg ; P : 1474.60 mg/kg ; Cr :97.36 mg/kg ; Sr
: 74 .65 mg/kg (Arslan et al., 2007).
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4. Utilisation

La tisane de R. officinalis était employée en médecine populaire pour stimuler le cceur,
soulager les maux de téte, faculté le sommeil et traiter toute une gamme de maux, dont
I’asthme, la calvitie, la bronchite, les ecchymoses, le cancer, les frissonnements, le rhume,

la toux ; les pellicules, la fiévre, le rhumatisme, et les entorses (Small et Deutsch, 2001).

Les feuilles de Rosmarinus officinalis sont utilisées contre le diabéte a raison de 500

grammes par un litre (Ghourri et al., 2013).

Comme un bain circulatoire ; Il est indiqué pour les jambes grosses et douloureuses (Goetz,
2007).

Les extraits végétaux de R officinalis présentent un pouvoir antioxydant et peuvent étre

appliqués a la conservation des aliments et des huiles lipidiques (F. piozzi,1996).

Son huile possede de propriété antibactérienne est employée commercialement dans divers
produits de toilette, parfums, shampoings pour cheveux gras (Small et Deutsch, 2001).

Détergent, creme, dentifrice et des bains de beauté (Albert.Y .et al. 1996).

Le R. officinalis est populaire en cuisine dans toute la région mediterranéenne et méme plus
au nord, les feuilles et les sommites fleuries servent a révéler de nombreux plats, des

salades, desserts (Couplan, 2009)

Il est également employé contre les coliques néphrétiques, les vers et les rhumatismes.



% En usage externe, il combat les regles irregulieres, les pertes blanches, accélére la

cicatrisation, guérit les entorses, les foulures et les contusions.
% En gargarisme, il soigne les affections de la bouche
5. Propriétés biologiques et pharmacologiques

Rosmarinus officinalis a fait 1’objet de plusicurs études validant ses effets hépatoprotecteurs
(Sotelo-Félix et al., 2002), antibactériens (Gachkar et al., 2007), anti thrombotique (Yamamoto
et al., 2005), antiulcéreux (Dias et al.,2000), diurétique (Haloui et al., 2007), antioxydant
(Bakirel et al., 2008), anti nococeptique (Gonzalez-Trujano et al., 2007), anti-inflammatoire
(Altinier et al., 2007), antiviral (Aruoma etal.,1996) et antidiabétique (Ghourri et al., 2013).
L'utilisation d'huile de R. officinalis dans un bain stimule la circulation dermique etaméliore
I'hnémodynamique pour les problemes d'occlusion artérielle (Rulffs, 1984) soulagement des
désordres respiratoires (Souza et al.,2008). Il favoriser les fonctions d’élimination rénale et
digestive et dans le traitement. Les extraits du Rosmarinus officinalis sont utilisés également
pour traiter quelques désordres psychologiques comme la dépression (Heinrich et al., 2006 ;
Machado et al., 2009). Il est également insecticide (Pavela, 2006 ; Traboulci et al., 2002 ;
Rozman et al., 2007), et anti parasitaire (Moon et al., 2000).

I11. Classifications biochimiques

La plante est le siege d’une activité métabolique aboutissant a la synthése des métabolites
primaires et secondaires (Hartmann, 2007) ; Il existe deux voies de métabolisme chez les

végétaux : le métabolisme primaire, et le métabolisme secondaire.
1. Métabolites primaires

Au cours de métabolisme primaire, les végétaux synthétisent des molécules indispensables a
leur vie ce qu’on appelle métabolites primaires, se trouvent dans toutes les cellules de
I’organisme d’une plante, ils sont classés en quatre grandes familles : les glucides, les lipides,

les acides aminés (Protéines) et les acides nucléiques. (Abderrazak et Joél, 2007).
2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des substances dont les fonctions ne sont pas indispensables
a la plante, aux protéines, a ’ADN et a ’ARN. La plupart des métabolites secondaires
interviennent dans la défense contre les prédateurs et les pathogénes, comme agents chargés de

la pollinisation ou de la dissémination des fruits (Judd et al., 2002).



En 1987 Plus de 8500 métabolites secondaires sont déja connus. Les plus grands Groupes sont

les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composés phénoliques (Peeking et al., 1987).
2.1 Polyphénols

Les composés phénoliques d'origine végétale prennent de plus en plus un grand intérét vu leurs
effets fonctionnels et alimentaires bénéefiques. Outre le prolongement de conservation des
denrées alimentaires, ces composés éteignent les effets des radicaux libres et protégeant ainsi
le corps humain contre leurs dommages (Cicerale et al., 2009)

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des
plantes, caractérisés par la présence au moins d’un noyau benzénique possédant un ou plusieurs
groupes hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (Ester, Méthyle ester, Glycoside...)
(Bruneton, 1999). Dont les cycles aromatiques sont issus du métabolisme de 1’acide shikimique

(voie de phénylpropanoide) (Hopkins, 1995). Ou de celui d’un polyacétate (Bruneton, 2009).

Ils ont des fonctions différentes dans les différentes espéces (Marrouf et Reynand, 2007) :
Défense contre les pathogenes, molécules de dissuasion alimentaire, attraction des
pollinisateurs, Protections des rayonnements UV, molécules qui donnent couleur, ardbmes,

parfums aux plantes, réle structurel (exemple : lignine, constituante du bois).

Les polyphénols sont répartis en plusieurs classes (Dacosta., 2003) : Les acides phénoliques,
les flavonoides, les tanins, les stilbenes, les lignanes et xanthones, les saponines

(triterpenoides), les phytostérols et les phytostanols et les quinones.

Ces composés montrent des activités anti-carcinogénes, anti-inflammatoires, anti-athérogeénes,
anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux (Babar Ali et al.,
2007), anti-allergénes, vasodilatateurs (Falleh et al., 2008) et antioxydants (Gomez-Caravaca
et al., 2006).



Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

Détoxifiant <——_2POLYPHENOLS ——> Anti-inflammatoire

Anti-agrégant
Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 3: Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002)

2.2 Flavonoides

Le nom dérivé du terme en latin ; flavus= jaune. lls peuvent étre considérés parmi les agents
responsables des couleurs de plante a c6té des chlorophylles et caroténoides (Wichtl et Anton,
2009).

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone (Milane,2004) a 15
atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques, reliés par un
hétérocycle oxygéné et un pont carboné (Dacosta, 2003), portant des fonctions phénols libres,
éthers ou glycosides (figure 4). lls existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme
d’hétérosides (Heller et Forkmann, 1993). Ils sont synthétisés a partir de phloroglucinols et d’un
acide phénylpropanique au niveau du chloroplaste et participent a la phase lumineuse de la
photosynthése comme transporteurs d’électrons, certains quittent le chloroplaste et

s’accumulent dans les vacuoles (Elicoh-Middleton, 2000).

Les flavonoides ont été découverts dans les années 30 par Albert Szent-Gyorgyi, lauréat prix
Nobel, en tant que des composés avec l'activité anti-oxydant prononcée (Hodek et al., 2002),
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.
IIs sont aussi capables de catalyser la peroxydation lipidique (Schroeter et al.,2002 ; Leopoldini
etal., 2011).



Figure 4: Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).

Les mécanismes d’action des flavonoides proposés sont multiples (inhibiteurs de
phosphodiestérase, de ’ATP ase membranaire , activité anti radicalaire) leurs indications
thérapeutiques concernent principalement les créneaux vasculotropes, veinotrops et protecteurs
capillaires, mais leur intérét premiere pourrait trés bien concerner le maintien d’un certain
équilibre de la santé, car les flavonoides présents dans les parties vertes de nombreux végétaux

sont consommeés chaque jour a des doses de I’ordre de gramme (Wichtl et Anton, 2003).

Selon la nomenclature de I’ITUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), on
peut classer les flavonoides en trois groupes, qui contiennent tous une fonction cétonique : les

flavonoides (quercétine, rutineles), iso flavonoides, les néo flavonoides (Cabanel, 2013).

LallementGuillbert et Benzager-Beauquesne. 1970 ; Briescon et al. 1973) ont identifiés et isolés
plus de dix flavonoides dans le R. officinalis, la plupart d’entre eux sont les flavones parmi eux

: I’apigénine, le genkwanine, le 6-méthoxygenkwanine, (M-Culvier et al. 1996).

IV. Activité antioxydante

L’oxydation est I’un des processus les plus producteurs des radicaux libres dans les aliments et
les tissus vivants. Ces radicaux causent des dégradations majeures dans les macromolécules et
I’acide nucléique (Bubonja-Sonje et al., 2011). Ils ont, selon les circonstances, des effets
favorables ou des effets nocifs, constituant le stress oxydant (Seignalet., 2004).
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1. Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un ou plusieurs
¢lectrons non appariés sur I’orbitale externe, ce qui le rend extrémement réactif (Novelli, 1997).

Ce sont des agents oxydants trés agressifs.

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un réle particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent directement de
I’oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical peroxyle ROO", radical
alkoxyle RO"), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques
de la cellule (Novelli, 1997).

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “espéces réactives de 1’oxygene”
(ERO). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de I’oxygene
proprement dit : radical superoxyde O, , radical hydroxyle OH’, monoxyde d’azote NO’, mais
aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante :

I’oxygéne singulet 103, peroxyde d’hydrogéne H202, peroxynitrite ONOO (Favier, 2003).
2. Stress oxydatif

Le stress oxydant peut étre défini comme un déséquilibre entre la production d’espéces
radicalaires oxydantes et I’¢élimination de ces espeéces par le mécanisme de défense
antioxydante, (que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme
de radicaux). Ceci implique la production d’espéces réactives de I’oxygene (Arous.,2014 ;
Delattre et al., 2005). Ce phénomene est associé a une libération massive de radicaux libres
(Favier, 2003).

Ce stress peut avoir diverses origines : mauvaise alimentation, phénomenes inflammatoires
chroniques ou aigus et habitudes de vie inadéquates (tabagisme, Consommation excessive

d’alcool...etc.) (Pincemail et Defraigne, 1999).
3. Les antioxydants

Les antioxydants constituent une famille de substances susceptibles de neutraliser les radicaux
libres et prévenir ainsi la survenue des maladies associées au stress oxydant. (Kulawik et al.,
2013).

On distingue trois types d’antioxydants : Les antioxydants endogenes (des enzymes comme

SOD, CAT, héeme oxygenase, peroxyrédoxine..., molécules anti- oxydantes de petite taille
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(glutathion, acide urique, bilirubine, ubiquinone, ...) et de protéines (transferrine, ferritine, ...),

oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc) (Haleng et al., 2007).

Les antioxydants exogenes (les médicaments), et les antioxydants naturels (La vitamine C ou
acide ascorbique, La vitamine E ou tocophérol, Le R-caroténe, les phénols, les flavonoides, les

tanins...).

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygeéne
singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Diallo, 2005).

V. Méthode d’extraction

1. Le choix du solvant

Les solvants permettent d’extraire les métabolites secondaires de la plante (les extraits bruts)
et de récupérer des familles chimiques variées telle que les alcaloides, les flavonoides et les
tannins (El-Azrak, 2017). Le choix du solvant d’extraction est tres délicat, le solvant choisi doit
posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumicere ou I’oxygene, sa température
d’ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir

chimiquement avec 1’extrait (Fadi, 2011).
2. Extraction par Macération

La méthode consiste a faire macérer la matiére végétale a extraire dans un solvant, grace a des
lavages successifs, le solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d’étre passé dans
un décanteur puis un concentrateur pour y étre distillé a pression atmosphérique (Beneteaud,
2011).

3. Extraction par Soxhlet

L’extraction par 1’appareil de Soxhlet consiste a faire passer a travers la matiere a traiter
contenue dans une cartouche de cellulose, un flux descendant de solvant toujours renouvelable
puisque distillé a chaque cycle (Bouhaddouda, 2015). Un extracteur Soxhlet est une piéce de
verrerie qui permet de faire I’extraction continue par solvant d’un solide. Il se compose d’un
corps en verre dans lequel est placé une cartouche en papier filtre épais, d’un tube siphon et
d’un tube d’adduction. Le corps de I’extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant
extracteur, les matiéres premieres a extraire sont placés dans I’extracteur surmonté d’un

réfrigérant. Quand le ballon est chauffé, les vapeurs du solvant passent par le tube adducteur,

se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I’adducteur, faisant ainsi macérer
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les résidus dans le solvant. Le solvant condensé s’accumule dans 1’extracteur jusqu’a atteindre
le sommet du tube siphon, qui provoque alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné

des substances extraites (Bettahar, 2015).
4. Extraction par Sonication

Elle consiste a détruire les cellules par les ultrasons qui sont des ondes de méme nature que le
son mais dont la gamme de fréquence se situe entre 20 kHz et plusieurs centaines de mégahertz.
Cette gamme est trop ¢élevée pour que I’oreille humaine puisse la percevoir. La sonication est
réalisée grace a un appareil appelé sonicateur qui permet de transformer 1’énergie électrique en
vibration mécanique longitudinale le long d’une sonde. Cette derniére permet de casser les
cellules biologiques en suspension. Il est indispensable de travailler a basse température et
d’effectuer des pauses entre les cycles de sonication afin d’éviter la surchauffe de 1’échantillon

(Elsivier, 2016).
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Partie 2 : Matériel et

Meéthodes



I. Matériel végetal

La matiére végetale utilisée dans la présente étude est constituée de la partie aérienne des deux
variétés de la plante Rosmarinus officinalis. La récolte a été effectuée dans le jardin botanique
de I'Agence National des Plantes Médicinales et Aromatiques (ANPMA) le 28 avril 2021. Les
échantillons prélevés ont été séchés dans I'étuve pendant 3 jours a une température de 36 °C, ils
ont été ensuite broyés a 1’aide d’un broyeur ¢€lectrique afin d’avoir une poudre fine qui servira

a la préparation des différents extraits.

1. Méthodes

1. Extraction par Sonication

En milieu liquide, les ondes émissent par I’appareil conduisent au phénoméne de cavitation
(Bulles). Ces bulles microscopiques vont croitre jusqu'a devenir instable et imploser, entrainant
des températures et des pressions élevées. Au cours de I’implosion, un micro jet dirigé vers le
matériel végétal est créé, causant la destruction des parois cellulaires de la matrice végétale et
leur contenu peuvent étre libéré dans le milieu environnant (Pétrier, 2008). Les extraits sont
préparés a raison de 40 mg de la poudre pour 10 ml du solvant (aqueux, méthanol, éthanol). Le
mélange a été séparé par centrifugation et I’extrait a été récupérer (surnageant), conservé a 4°C et a

I’abri de la lumiére.

20mg (poudre) Les tub?s sont agités s el S -
+ a l'aide

5ml (solvant) d’un vortex

ST on utilise centrifugeuse pour séparation de mélanges liquides
E solides est basée sur leur différence de densité
4'_,; Les composants de plus grande densité se déposent au fond du tube
. &
A ;

centrifugeuse

Figure 5: Schéma de I’extraction par sonication.
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2. Analyses physiologiques

2 .1 Détermination de la teneur en eau

Pour calculer la teneur relative en eau, des échantillons de chaque plante sont mis dans une
étuve a une température de 50°C pendant 21 heures. L’opération de séchage est maintenue jusqu’a
stabilisation du poids du matériel végétal. Le suivi du changement du poids est réalisé par des pesées

jusqu'a I’obtention de poids stable.
Le test de la teneur en eau permet la détermination de la quantité d'eau existante dans la plante.

La teneur relative en eau est exprimeée en pourcentage (%) calculée selon la formule suivante
(Barrs Et Weathe Rley 1962 ; Hewlett et Kramer, 1962 ; Scippa et al., 2004) :

Pf—-Ps

W = T

x 100

Pf : poids frais de la plante
Ps : poids seche de la plante
2 .2 Détermination de la teneur en chlorophylles

L'extraction de la chlorophylle est faite suivant la méthode de Mac Kiney (1941) et Arnon
(1949). 40 mg de feuilles d’échantillon (coupées en tres petits morceaux) sont mélangés avec 4
ml de DMSO. Le mélange ainsi obtenu est chauffé dans une étuve a 65 °C pendant 1h. La teneur

en chlorophylle est ensuite déterminée a 1’aide d’un spectromeétre a deux longueurs d’ondes

(663 et 645 nm).

On calcule la valeur de deux types de chlorophylle a et b selon la relation suivante :

chla (%) = (0,127 x A663) — (0,00269 X A645)
chlb (%) = (0,0229 x A654) — (0,00468 x A663)
chl Tol (%) = (0,0202 x A654) + (0,0080 x A663)

3. Analyses phytochimiques

3.1 Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la teneur en polyphénols totaux des extraits de feuilles de deux plantes R.
officinalis et R. officinalis prostratus a été effectué avec le réactif Folin-Ciocalteu selon la
méthode citée par (Wong et al., 2006). Ainsi, 100ul de chaque extrait ont été ajoutés a 500ul

de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées pendant
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1 heure. Aprés I’incubation, 2 ml de la solution de carbonate de sodium Na,CO3 (2%) ont été
ajoutés. Le mélange final a été incubé pendant 1 heure dans I'obscurité a température ambiante.

L'absorbance de tous les extraits a été mesurée par un spectrophotomeétre a 765 nm.

e Expression des résultats :

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage, établie avec le standard 1’acide gallique (Img/Iml) et exprimée en

milligramme d'équivalent acide galliqgue/gramme de matiére seche (mg EAG/Q).
3.2 Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans
nos extraits (Ribéreau-Gayon et Gautheret 1968). Les flavonoides possédent un groupement
hydroxyle (OH) libre en position 5 susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium
un complexe jaunatre par chélation de 1’ion AI®*.La coloration jaune produite est

proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans 1’extrait.

En effet 1 ml de chaque extrait a été mélange avec 0.3ml de NaNoz (5%). Apres 5 min
d’obscurité, 3 ml de AICI3 ont été ajoutés au mélange qui est placé a nouveau dans 1’obscurité
pendant 6 min. puis 2 ml de NaOH (1M) ont été ajoutés. Le volume total a été complété a 10

ml avec de 1’eau distillé. L’absorbance a été mesuré a 510 nm.

e Expression des résultats
La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire (y =
a X + b) réalisé par un standard : la quercétine (Img/ml) dans les mémes conditions que
I’échantillon. Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent de quercétine par

gramme de matiére seche (mg EQ/Q).
4. Evaluation de I’activité antioxydante

Pour évaluer I’activité antioxydante des extraits de deux variétés de Rosmarinus officinalis nous

avons utilisé deux techniques :
4.1 Test au DPPH

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2 diphényles 1 picryl hydrazyl) de
couleur violette se réduit en 2.2 diphényl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (figure 6)
(Maataoui et al., 2006). Dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la

capacité des antioxydants presents dans le milieu a donner des protons. Ainsi plus la perte de
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couleur est rapide plus le donneur d‘hydrogeéne est considéré comme un antioxydant fort

(Mansouri et al., 2005).

L’activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par (Hatano et
al., 1988). Ainsi, la solution de DPPH a été préparée en dissolvant 4 mg de poudre de DPPH
dans 100 ml de méthanol. Une période d’agitation de 3h est appliquée tout en gardant la solution
en obscurité. Une serie de dilution a été préparée a partie de la solution mere de chaque extrait,
puis 1 ml de DPPH (0,004%) a été ajoutée. Les mélanges ainsi obtenus sont incubés pendant

30 min avant de mesurer leur absorbance a 517 nm.

L’activité anti-radicalaire ou pourcentages d’inhibition des radicaux libres (I %) exprimée par

la formule suivante : (Leitao et al., 2002 ; Wang et al., 2002)

s, . Abs (DPPH) — Abs(extrait)
Activité antioxydante(%) = Abs (DPPH) x 100

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les

résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence : le BHT (4mg /ml).

La concentration inhibitrice 1C50% (la concentration de 1’échantillon testé ou BHT nécessaire
pour réduire 50% de DPPH initialement présente) est calculée a partir du graphe (Bouhaddouda,
2016). Une faible valeur d’ICs0% indique une forte capacité de I'extrait a agir comme piégeur
du DPPH (Bouhaddouda, 2016).

./ H
0 2" el | n] N—N
Forme libre Forme réduite

Figure 6: Forme libre et réduite du DPPH (Mohammedi, 2006)

Ce radical est un oxydant qui peut étre réduit par I'antioxydant (AH) selon la réaction suivante :

DPPH' + AH

DPPH-H + A" (Celiktas et al., 2007)
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4 .2 Capacité antioxydante totale (CAT)

La Capacité antioxydante totale (CAT) des échantillons a été évaluée par la formation du
complexe de phosphomolybdene vert selon méthode de Prieto et al (1999) basée sur la réduction
de molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate a molybdéne Mo (V) MoO?*" en
présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a PH acide, On mesure
la diminution de la coloration du complexe molybdéne (VI) en présence d’antioxydant. En
outre, nous avons introduit, un volume de 100 pl de chaque extrait avec 3 ml de solution
phosphomolybdate (molybdate d’ammonium 40 mM, phosphate de sodium 280 mM et d’acide
sulfurique 6M). Le mélange est porté a 1’ébullition pendant 90 min. Aprés refroidissement,

I'absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre un blanc.

La capacité antioxydant totale de différents échantillons est déterminé en réalisant une gamme
d’¢talonnage qui a été préparée a partir d’une série de dilution d’acide ascorbique de
concentration initiale égale a 2 mg/ml. Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme
équivalents d'acide ascorbique par gramme de la matiere seche (mg EAA/ g MS). (Prieto et
al ,1999).

I11. Analyses statistiques

Tous les résultats ont soumis a une analyse statistique appropriés en utilisant le logiciel IBM
SPSS statistique. Le seuil de signification est fixé a 0,05.
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Partie 3 : Résultats et

Discussions



I. Teneur en eau

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 1. Ainsi, la teneur en eau de nos
¢échantillons est de I’ordre de : 68,63% pour le R. officinalis, et de 68,07% pour le R. officinalis
prostratus. Albu et al., 2004 ; Makhloufi,2013 ; Acourene et al.,2001 ont obtenu des teneurs en
eaux (40%), (28,17%), (30%) respectivement dans les feuilles du R. officinalis, cette teneur
differe de facon remarquable avec nos résultats. La différence des teneurs de nos échantillons
en eau comparées a celles de travaux antérieurs, peuvent étre dues a certains facteurs
¢cologiques, varie selon la localisation géographique 1’age de la plante, la période du cycle

végetatif, ou méme a des facteurs génétiques (Albu et al.,2004).

Tableau 1 : Teneur en eau (%)

Plantes Teneur en eau (%)
Rosmarinus officinalis 68,63%
Rosmarinus officinalis prostratus 68,07%

I1. Teneur en chlorophylles

Les chlorophylles sont des substances colorantes, elles jouent un réle important dans 1’activité
oxydante du produit, due a leur nature antioxydante dans 1’obscurité et pro-oxydante dans la
lumiere (Criado et al., 2008 ; Tanouti et al., 2010). D'aprés la figure 7 les teneurs en

chlorophylle total est : 0,0111 g/l pour R. officinalis, et 0,0156 g/l pour R. officinalis prostratus.
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= 0,014
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0,012 0,01110614
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Figure 7 : Teneur en chlorophylle totale (g/l) de R. officinalis et R. officinalis prostratus
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I11. Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage utilisant I’acide
galliqgue comme standard (Annexe 1). Les résultats sont exprimés en milligramme d'équivalent

acide gallique/gramme de matiére seche (mg EAG/g).

En effet, les résultats obtenus montrent que les extraits méthanolique des deux variétés
représentent les teneurs en polyphénols les plus élevés avec des de 83,65 mg EAG/g et 97,42

mg EAG/g, respectivement pour le R. officinalis et R. officinalis prostratus. (Figure 8).

L’analyse de la variance relative a la teneur en polyphénols montre une différence significative
(P<0,01) entre les différents extraits etudies, et une différence non significative (P>0,05) entre

les deux variétés de la plante étudiées.

Selon Do et al., (2014), le rendement en polyphénols extraites par les solvants organiques
montre que le meilleur taux d’extraction est enregistré avec le méthanol suivi de 1'é¢thanol, ceci

est en accordance avec nos résultats.

La teneur en polyphénols pour les extraits méthanoliques du R. officinalis est supérieur de celle
obtenue par Tsai et al., (2007) qui est de ’ordre de 58.1 mg EAG/g et de celle obtenue par
Tawaha et al., (2007) qui est de I’ordre de 39.1 £+ 3.6 mg GAE/g. Elle est inférieure a celle
obtenue par Erkan et al. (2008) qui est de I’ordre de 162 mg GAE/g et Ho et al., (2008) qui est
de I’ordre de 127 + 3 mg GAE /g.
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Figure 8 : Teneur en polyphénols totaux de R. officinalis et R. officinalis prostratus
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I\VV. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoide des extraits de R. officinalis et R. officinalis prostratus a été calculée a
partir de la courbe d’étalonnage utilisant la quercétine comme standard (Annexe 2). Les teneurs
en flavonoides exprimés en milligrammes d’équivalent de quercétine par gramme de matiére
séche (mg EQ/q).

La figure 8 représente la teneur en flavonoides des deux variétés da la plante étudiée, d’apres
ces résultats I’EM reste le meilleur extrait qui présentent des teneurs en flavonoides de 56,49
mg EQ/g, 65,04 mg EQ /g et ce pour le R. officinalis et R. officinalis prostratus respectivement,
par contre I’EA enregistré les teneurs les plus faible (6,04 mg EQ /g pour R. officinalis, 9,40

mg EQ pour R. officinalis prostratus).

Statiquement une différence hautement significative (P<0,001) a été observée entre les
différents extraits étudiées. Par contre aucune différence n’a été observé entre les deux plantes

étudiées (P>0,05)

La teneur des extraits méthanoliques est proche a celle de Tsai et al., (2007) : 60.7 + 1.1 mg
EQ/g, mais assez loin a celle obtenu par Ho et ses collaborateurs, (2008) qui est de 1’ordre de

20.1 + 1.30 mg EQ/g-

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant la croissance de la plante.
Ceci peut étre lié aux conditions climatiques (la température élevée, exposition solaire,
sécheresse, salinité), le moment de la récolte, le solvant d’extraction, et les conditions de
stockage qui stimulent la biosynthese des métabolites secondaires tels que les polyphénols,
Cette différence probablement due aussi (Zaouali et al.,2010 ; Falleh et al.,2008 ; Podsedek,
2007).
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Figure 9 : La teneur en flavonoide de R. officinalis et R. officinalis prostratus

V. Evaluation de I’activité antioxydante
1. Test par diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH)

Les résultats sont exprimés en pourcentage de 1’activité antiradicalaire en fonction de la
concentration de standard (BHA) et des extraits (figures 10 et 11), et sont également exprimés
en utilisant le paramétre 1C50, qui est défini comme la concentration d'antioxydant, ou d'extrait
nécessaire pour réduire 50% de DPPH initialement présente (Bouhaddouda, 2016). (Tableau
2).

En effet, les résultats obtenus dans les figures 10 et 11 montrent une corrélation positive entre
pourcentage d’inhibition et la concentration des extraits. Nous avons noté aussi que les
pourcentages d’inhibition les plus élevées ont été enregistré au niveau de I’EM par apport a la
molécule de référence (BHT) et les autres extraits testés, il est plus significatif dans le cas de R.
officinalis prostratus. Nous constatons aussi que I’EA des deux plantes a présenté une activité
proche que celle du BHT. Donc tous les extraits ont un pouvoir anti-radicalaire vis-a-vis du
radical DPPH. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Almela et al., (2006), Ces
derniers ont constaté que les EM du R. officinalis présente une activité anti-radicalaire plus

haute que celle du BHT.

D’aprés le tableau 2, la valeur de 1’1C50 la plus importante est enregistrée au niveau de I’EM
pour les deux variétés étudiées, avec des valeurs de 0,0339 mg/ml et 0,1350 mg/ml pour le R.
officinalis et R. officinalis prostratus respectivement. Par contre 1’1Cso la plus faible et marqué
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dans I’EA avec des valeurs de 0,4089 mg/ml (R. officinalis) et 0,2659 mg/ml (R. officinalis
prostratus). Ainsi les EM présentent des d’IC50 inférieures a celle de BHT pris comme
antioxydant de référence (ICs =0,4606 g/ml). C’est-a-dire ’EM présentent des activités

antioxydantes plus élevées par rapport aux autres extraits et a la molécule de réference BHT.

L’analyse statistique de la variance relative a 1’ICso montre une différence hautement
significative entre les différents extraits et la molécule de référence (P < 0.001), et pas de

différence significative (P>0.05) entre les plantes étudiées.

Nos EM présentent une grande activité antioxydante par rapport aux valeurs 1C50=0,23mg /ml
et 1C50=0,054mg/ml obtenues par Dorman et ces collaborateurs (2003), et Erkan, (2008)

respectivement.
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Figure 10 : pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration des
extraits de R. officinalis et BHA.
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Figure 11 : pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration des

extraits de R. officinalis prostratus et BHA.

Tableau 2 : 1C50 (mg/ml) des extraits de R. officinalis et Rosmarinus et R. officinalis

prostratus et de BHT.

IC50 (mg/ml)
Extrait EA EM EE
R. officinalis 0,409 0,034 0,039
R. officinalis prostratus 0,266 0,135 0,248
BHT 0,461

2. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydant totale de différents extraits est déterminé a partir d’une courbe
d’étalonnage en utilisant 1’acide ascorbique comme standard (Annexe 3). Les résultats obtenus
de CAT sont exprimés en milligramme équivalents d'acide ascorbique par gramme de la matiére
séche (Figure 12).

D’aprés les résultats, la capacité antioxydante totale des différents extraits varient entre 52.73

et 108,96 mg EAA/g. En effet les extraits méthanoliques ont présente la capacité antioxydante
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la plus élevée (108,96 mg EAA/g pour Rosmarinus officinalis et 82,81 mg EAA/g pour
Rosmarinus officinalis prostratus), par apport a I’EA de Rosmarinus officinalis (de 52.73 mg
EAA/g) et I’EE pour Rosmarinus officinalis prostratus (73,85 mg EAA/Q).

Nos résultats montrent que le Rosmarinus officinalis présente une capacité antioxydante totale

plus grande de celle du Rosmarinus officinalis prostratus.

Statiquement une différence hautement significative (P<0,001) a été observée entre les
différents extraits et les plantes étudiées.
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Figure 12 : La capacité antioxydante totale des différents extraits de Rosmarinus officinalis et
Rosmarinus officinalis prostratus
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Conclusion

Notre travail est dirigé sur la mise en évidence des propriétés antioxydantes des deux variétes
de Rosmarinus officinalis. Ainsi, des analyses physicochimiques ont été effectuées, montrent
la présence d'un certain nombre de groupes chimiques avec des concentrations importantes a

savoir les polyphénols et les flavonoides.

A la lumiére des résultats obtenus lors de ce présent travail et en se basant sur la littérature,
nous avons confirmé un important effet inhibiteur des extraits des deux variétés, aussi ces
résultats suggérent I’importance de cette espéce pour son usage dans la pharmacie et la
phytothérapie. Si I’on se fonde sur cette information, on pourrait conclure que cette plante est
I’une des sources naturelles de substances antioxydante d’importance ¢élevée. Cette derniere est
due principalement aux composés phénoliques, appartenant a trois groupes : les diterpenes
phénoliques, les acides phénoliques et les flavonoides (Almela et al., 2006).

Comme perspectives de ce travail, il serait important de suivre cette étude par des applications
in-vivo en étudiant la toxicité de ces substances (DLso), pour guider vers 1’élaboration de
certaine forme galénique selon le cas, compléter cette étude par d’autres tests afin d’envisager
d’autres activités biologiques telles que les activités antimutagene et anticancéreuse. Cela
permettrait de préparer des produits pharmaceutiques de grand intérét thérapeutique et ayant

une origine naturelle.
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Annexe 1 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Annexe 3 : Courbe d’¢étalonnage de I’acide ascorbique
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Annexe 4 : Analyse de la variance relative a la teneur en polyphénols des différents extraits

de R. officinalis et R. officinalis prostratus

Source de variation | Sommes des carrés| Ddl Moyennes des carrés F P
PLANTES 261,222 1 261,222 4,787 | 0,071
EXTRAITS 2 055,021 2 1027,511 18,83| 0,003
Interaction 301,046 2 150,523 2,758| 0,141
Erreur 327,415 6 54,569
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Annexe 5 : Analyse de la variance relative a la teneur en flavonoides des différents extraits de

R. officinalis et R. officinalis prostratus

Source de variation |Sommes des carrés | Ddl | Moyennes des carrés | F P
PLANTES 10,037 1 10,037 0,498 0,507
EXTRAITS 5 705,160 2 2 852,580 141,409 |0
Interaction 115,325 2 57,662 2,858 0,134
Erreur 121,036 6 20,173

Annexe 6 : Analyse de la variance relative & CAT des différents extraits de R. officinalis et R.

officinalis prostratus

Source de variation | Sommes des carrés | Ddl Moyennes des carrés | F P
PLANTES 630,367 1 630,367 1,239 | 0,287
EXTRAITS 520,261 2 260,13 0,511 | 0,612
Interaction 40,736 2 20,368 0,04 0,961
Erreur 6 104,677 12 508,723

Annexe 7 : Analyse de la variance relative a DPPH des différents extraits de R. officinalis et

R. officinalis prostratus

Source de variation | Sommes des carrés | Ddl Moyennes des carrés F P
PLANTES 0,009 1 0,009| 7,672 0,032
EXTRAITS 0,14 2 0,07|57,768 0
Interaction 0,065 2 0,033 26,802 0,001
Erreur 0,007 6 0,001
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