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Abstract

Abstract

This study forms part of an effort to valorize wild rosemary (Rosmarinusofficinalis L.)
collected from the EI Tarf region (El Chat). It focuses on the extraction of its secondary
metabolites using three techniques: maceration, Soxhlet extraction, and ultrasound-assisted
extraction, employing four solvents of increasing polarity—petroleum ether, chloroform,
ethyl acetate, and n-butanol.Qualitative phytochemical screening revealed the presence of
several groups of secondary metabolites, including flavonoids, tannins, saponins, lipids, as
well as sterols and terpenes. Quantitative analyses demonstrated that both the extraction
method and solvent polarity significantly influence the contents of total polyphenols and
flavonoids.Ultrasound-assisted extraction proved to be the most efficient technique in terms
of yield, reaching 8.4% with the petroleum ether extract. However, the highest concentration
of total polyphenols was obtained in the ethyl acetate extract prepared by Soxhlet extraction,
followed by those obtained through maceration and ultrasound-assisted extraction. Regarding
flavonoids, the highest content was measured in the n-butanol extract obtained via

ultrasound-assisted extraction, followed by the Soxhlet extract.

Keywords:Rosmarinusofficinalis;Phytochemical  screening; Total polyphenols; Total

flavonoids; Maceration; Ultrasounds;Soxhlet.



Résumé

Résumé

Cette ¢étude s’inscrit dans une démarche de valorisation du romarin sauvage
(Rosmarinusofficinalis L.) récolt¢ dans la région d’El Tarf (El Chat). Elle porte sur
I’extraction de ses métabolites secondaires au moyen de trois techniques d’extraction
(macération, Soxhlet et extraction assistée par ultrasons), en utilisant quatre solvants de
polarité croissante : I’éther de pétrole, le chloroforme, I’acétate d’éthyle et le n-butanol. Le
criblage phytochimique qualitatif a mis en évidence la présence de plusieurs groupes de
meétabolites secondaires, notamment les flavonoides, les tanins, les saponines, les lipides ainsi
que les stérols et terpenes. Les analyses quantitatives ont révélé que la méthode d’extraction
employée et la polarité du solvant exercent une influence significative sur les teneurs en
polyphénols totaux et en flavonoides. L’extraction assistée par ultrasons s’est révélé la
technique la plus performante en termes de rendement, atteignant 8,4 % pour I’extrait a I’éther
de petrole. Toutefois, la concentration la plus élevée en polyphénols totaux a été obtenue dans
I’extrait a I’acétate d’éthyle préparé par Soxhlet, devant les extraits issus de la macération et
de D’extraction assistée par ultrasons. Quant aux flavonoides, leur teneur maximale a été
mesurée dans 1’extrait au n-butanol obtenu par ultrasons, suivi de celui obtenu par la méthode
Soxhlet.

Mots clés : Rosmarinusofficinalis; Screening phytochimique; Polyphénols totaux;
Flavonoides totaux ; Maceération ; Ultrasons ; Soxhlet
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Introduction

Introduction

Depuis I’ Antiquité, les plantes médicinales occupent une place importante dans les pratiques
de soin en raison de leurs nombreuses propriéteés bénéefiques pour la santé humaine [1]. Elles

constituent une source essentielle en phytothérapie, qu’elle soit traditionnelle ou moderne [2].

En général, la plante entiére est rarement utilisée ; ce sont plutét une ou plusieurs de ses

parties qui sont exploitées, chacune pouvant présenter des usages spécifiques [3].

Outre leurs vertus thérapeutiques, ces plantes peuvent également étre employées comme
aliments ou condimentaires.On recense a travers le monde un trés grand nombre de plantes

médicinales.

L’Algérie se distingue par une richesse floristique remarquable, notamment en especes
végétales a usage médicinal, qui poussent souvent a 1’état spontané, en particulier dans les

régions montagneuses et steppiques [4].

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes intéressés a une espece de la famille des
Lamiacées (ou Labiées), reconnue a I’échelle internationale pour ses usages traditionnels [5].
Cette plante est largement employée comme condiment en cuisine, mais elle est également
réputée pour ses nombreuses activités biologiques, notamment antimicrobiennes, antioxydant
et pharmacologiques [5-7]. 11 s’agit du romarin (Rosmarinusofficinalis), connu en arabe sous
le nom d’« Iklil el Djebel ».

Le choix de RosmarinusOfficinalis L., est venu du fait de sa large propagation et de sagrande
utilisation par I’humanité en médecine traditionnelle en raison de ses diversespropriétés

thérapeutiques.

Dans ce contexte, 1’objectif de ce travail est de valoriser cette espéce par la réalisation d’un
screening phytochimique ainsi que par le dosage des composes phénoliques des extraits
obtenus a partir de quatre solvants de polarité croissante (éther de pétrole, chloroforme,
acétate d’éthyle et n-butanol), préparés au moyen de trois techniques d’extraction:

maceration, Soxhlet et extraction assistée par ultrasons.
Notre manuscrit est structuré en deux parties principales.

La premicre partie, consacrée a I’étude bibliographique, comprend trois chapitres




Introduction

» Le premier chapitre présente les plantes médicinales ainsi que les principaux métabolites

secondaires qu’elles renferment.

\

* Le deuxiéme chapitre est consacré a une étude bibliographique de la plante

Rosmarinusofficinalis.
* Le troisieme chapitre porte sur les différentes méthodes d’extraction des composés bioactifs.
La seconde partie, dédi¢e a 1’étude expérimentale, comporte deux chapitres :

* Le premier chapitre décrit les protocoles expérimentaux mis en ceuvre pour la réalisation de

cette étude.

» Le deuxieme chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus ainsi qu’a leur

discussion.

Enfin, notre manuscrit se termine par une conclusion générale qui synthétise les travaux

réalisés et propose des perspectives de recherche a développer ultérieurement.
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Chapitre I plantes médicinales et les métabolites

I.1. LES PLANTES MEDICINALES

Il s'agit de plantes employées en médecine traditionnelle, dont plusieurs possédent une valeur
thérapeutique avérée. Leur efficacité résulte de leurs composés (métabolites primaires ou
secondaires) ou de la synergie entre ces différents principes actifs[1].

Les plantes médicinales sont prisées pour leurs propriétés bénéfiques a la santé humaine. Elles
sont préparées et administrées sous diverses formes, telles que la décoction, I'infusion ou la

macération, en utilisant une ou plusieurs parties de la plante (racines, feuilles, fleurs, etc.).

Selon I'OMS, plus de 20 000 plantes sont utilisées dans le monde pour leurs vertus
médicinales, mais seulement 2 000 a 3 000 d'entre elles ont fait I'objet d'études scientifiques

approfondies[1].

I.1.1.Fonctionnement des plantes médicinales

Au cours des derniéres decennies, la recherche pharmaceutique a élucidé la composition
chimique et les propriétés de nombreuses plantes médicinales. L'industrie pharmaceutique a
ainsi réussi a synthétiser chimiquement un grand nombre de leurs composés actifs et a en
découvrir de nouvelles combinaisons, au bénéfice des patients et de la préservation des

ressources naturelles [2].

Chague plante renferme des milliers de substances actives en quantites variables. Isolés, ces
principes actifs manquent souvent d'efficacité ; en revanche, associés a d'autres constituants

de la plante, ils expriment pleinement leur potentiel pharmacologique.

On parle alors de synergie : contrairement aux médicaments allopathiques, composés d'un
seul principe actif, les préparations phytothérapeutiques exploitent I'ensemble des constituants

vegétaux.
Ces plantes exerceraient des effets a la fois curatifs et préventifs chez leurs utilisateurs.

Les premiers produits de la photosynthese sont des métabolites primaires de faible masse
moléculaire, tels que les oses (sucres), les acides gras et les acides aminés. Par la suite sont
synthétisés les métabolites secondaires (ou spécialisés), dont certains présentent des vertus

thérapeutiques)[2].
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1.1.2. Drogue végétale et principe actif
1.1.2.1.La drogue végétale

La drogue végétale désigne la partie de la plante ou, dans certains cas, la plante entiére qui
porte les propriétés thérapeutiques. Elle concentre la plus grande quantité de principe(s)
actif(s) a l'origine des vertus médicinales. Ces drogues peuvent provenir des bourgeons, des
sommités florales, des racines, des tiges, des graines, des feuilles ou des fruits[3].

1.1.2.2. Le principe actif

Les plantes, en général, et les plantes aromatiques, en particulier, se distinguent par deux
types de métabolismes. Le métabolisme primaire produit en grandes quantités les constituants
essentiels : sucres et leurs dérivés, lipides, ainsi que protéines. Le métabolisme secondaire,
quant a lui, génere des composés en faibles quantités, mais aux applications variées,

notamment d'intérét pharmaceutique [4].

Les métabolites secondaires des plantes medicinales, mondialement reconnus pour leurs
activités thérapeutiques tels que les composés phénoliques, restent loin d'étre exploités a leur
plein potentiel. Leur valorisation présente donc un intérét socio-économique et thérapeutique

majeur [4].

I.1.3Différents groupes des principes actifs :

Les métabolites sont les molécules issues du métabolisme des végétaux (ou d’animaux).On

distingue deux classes de métabolites :

A. Les métabolites primaires :

Ils Sont caractérisés par leur caractére nécessaire et vital a la survie de la cellule ou de

L’organisme[5].

IIs sont classés selon le schéma ci-dessous :
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‘ Métabolites primaires ‘
Glucides Lipides Acides aminés

Schéma 1.1 : Métabolites primaires

B. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont caractéristiques des plantes supérieures et se répartissent en

trois grandes familles chimiques (Schéma 1.2) :

» Les composés phenoliques.
> Les terpénoides et stéroides.

» Les composés azotés ou alcaloides[5].

Meétabolites secondaires

Composés phénoliques H Terpénoides et stéroides || Alcaloides

Schéma 1.2 : Métabolites secondaires

I.1.4.Définition et classe des composés phénoliques

Les composes phénoliques, métabolites secondaires des plantes supérieures, se distinguent par
un cycle aromatique substitué de groupements hydroxyles libres ou glycosylés. Ubiquitaires
dans toutes les parties végétales (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois),
ils participent a des processus physiologiques essentiels : croissance cellulaire, rhizogenése,

germination et maturation des fruits.
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Les principales classes comprennent :

> Acides phénoliques (cafeique, hydroxycinnamique, férulique, chlorogénique, etc.)
» Flavonoides.
» Tanins.

> Coumarines.

Ce sont des molécules biologiquement actives, largement employées en thérapeutique comme
vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs  enzymatiques, antioxydants,

antiradicalaires et antimicrobiens[6].

s Les acides phénoliques

Les acides phénoliques (ou acides-phénols) sont des composés organiques portant au moins

une fonction carboxylique et un groupe hydroxyle phénolique.
Ils se répartissent en deux grandes categories :

» Acides hydroxybenzoiques : Ils dérivent de 1’acide benzoique et ont une structure de
base de type C6-C1. Ces acides hydroxy-benzoiques sont trés communs, aussi bien
sous forme libre que sous forme d’esters ou d’hétérosides

» Acides hydroxycinnamiques : Ils ont une structure de base de type C6-C3. Les

fonctions phénols (OH) de ces dérivés peuvent aussi étre méthyles (-O-CH3) [7].

Os_OH

HO OH
OH

Figurel.1 : Structure générale d’acide phénol
« Les flavonoides :
Les flavonoides regroupent plus de 6 000 composés naturels quasi ubiquitaires chez les

plantes vasculaires. Pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge des organes

végétaux, ils reposent tous sur une structure de base Cs-Cs-Cs (15 atomes de carbone) : deux
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cycles aromatiques (A et B, a 6 carbones chacun) reliés par une unité propanique centrale qui

peut former ou non un hétérocycle pyranne (C) [8].

I .1.5 Structure chimique et classification

Les flavonoides sont des dérivés de la benzo-y-pyrone. Selon la nature et la position des
substitutions sur les cycles, ainsi que leur degré de saturation, on distingue plusieurs classes
principales notamment : les flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanes, les

isoflavones, les chalcones et les anthocyandines|[8].

Figure 1.2 : Structures de I’enchainement benzo-y-pyrone

% Coumarines
Les coumarines, dérivées de structure Cs-Cs, appartiennent au groupe des benzo-o-pyrones

(O'Kennedy et Thornes, 1997). Toutes sont substituées en position 7 par un hydroxyle.
Présentes dans la nature a I'état libre ou sous forme de glycosides, plus de 1 000 coumarines

naturelles ont été identifiées. Elles conferent I'odeur caracteéristique du foin [9].

5 4
6 ey
-

& 2 °

Figure 1.3 : Structure des coumarines

¢ Anthocyanes

Les anthocyanes (ou anthocyanidines glycosylées) sont des pigments naturels hydrosolubles
présents chez les plantes vasculaires. Leur solubilité dans les milieux aqueux élargit leurs
applications industrielles. Responsables des colorations orange, rose, rouge, violette et bleue
de nombreuses fleurs (tulipe, rose, orchidée) et fruits (pomme, baie, raisin), ces composés se
distinguent particulierement par leur puissante activité antioxydante, confirmée par de

nombreuses études sur leurs propriétés biologiques[10].
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Figure 1.4 : Structured’anthocyanes

1.1.6. Réles biologiques des composés phénoliques

Le role des polyphénols dans la prévention de diverses pathologies, notamment les maladies
cardiovasculaires telles que I’athérosclérose et les maladies coronariennes, ainsi que le diabéte

et certains cancers, a été largement étudié [11].

Ces composés présentent un large éventail d’activités biologiques, incluant des propriétés
antimutagenes, antibactériennes, antivirales, anti-inflammatoires, antiallergiques et
antithrombotiques. lls se distinguent également par leur puissant pouvoir antioxydant, leur

permettant de neutraliser les radicaux libres [11].

Par ailleurs, les polyphénols peuvent influencer I’activité protéosomale, ce qui pourrait
contribuer a leur effet protecteur contre les maladies neurodégénératives, notamment la
maladie d’ Alzheimer[11].

.2.EXTRACTION ET PREPARATION DES PLANTES MEDICINALES

L’exploration du monde des plantes médicinales met en évidence une richesse remarquable en
principes actifs. Selon la méthode utilisée a savoir I’infusion, la décoction ou la
maceration...etc. L’extraction permet d’obtenir des composés aux propriétés spécifiques et
aux effets bénéfiques sur la santé. En phytothérapie, ces techniques jouent un role essentiel

pour optimiser I’extraction et valoriser pleinement les vertus thérapeutiques des plantes[12].
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.3.DOMAINE D'APPLICATION DES PLANTES MEDICINALES :

I. 3.1.En médecine :

La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d'origine végétale et la
recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des matieres premiéres

pour la semi-synthese [13].
1.3.2. En cosmétique :
Des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits d'hygiéne...etc.

1.3.3 En agriculture

Les huiles de quelques arbres comme larbre Azadirachtaindica (se développe
ausubcontinentindien atteint 12 a18 m de hauteur) ont des utilisations dans l'agriculture dans

le contréle de divers insectes et nématodes [13].

I.3.4.En alimentation

Assaisonnement des boissons, des colorants et des composes aromatiques.
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I1.1. Généralités et Historique surRosmarinusofficinalis

Les plantes ont toujours accompagné la vie quotidienne humaine, servant a 1’alimentation, au

soin et parfois aux cerémonies religieuses.

Rosmarinusofficinalis L., 'une des plantes médicinales les plus étudiées pour la protection et
le maintien de la santé, pousse spontanément dans le bassin méditerranéen et le sud-ouest de
I’Asie. En Algérie, ou elle est I'une des sept especes couvrant plus de 100 000 hectares, cette
plante commune orne jardins et parcs en bordures odorantes. Elle affectionne les sols
calcaires, ensoleillés, de faible altitude et modérément secs, et se cultive traditionnellement

comme haie vive[1].

Stimulant naturel puissant, le romarin détoxifie 1’organisme, tonifie le foie, réduit le stress,
soulage les troubles rhumatismaux, les ballonnements, les crampes gastriques et les aphtes.
Dans I’Antiquité, il entrait dans la composition de « I’eau de la Reine de Hongrie », une
préparation vinée. Les médecins arabes, pionniers de son exploitation, réaliserent les

premiéres extractions d’huile essentielle[1].

Figure 11.1 :Rosmarinusofficinalis

11.2.Etymologie

L'étymologie du romarin est multiple : du latin « ros marinus » (« rosée de mer »), du grec «
rhopsmyrinos » (« buisson aromatique »), ou encore du latin « rhusmarinus » (sumac de mer).

On le désigne aussi comme « herbe-aux-couronnes », et en provencal, « encensier »[2]
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11.3.Noms vernaculaire

Iklil al jabal, Klil, Hatssalouban, Hassalban, Lazir, Aziir, Ouzbir, Aklel, Touzala.
Appellations régionales en Algérie[2] : En plus souvent

e Région de I'Est : EKIil
e Région de I'Ouest : Helhal

e Région du Centre : Yazir

11.4.0rigine et aire géographique :

Rosmarinusofficinalis L. pousse spontanément sur les cotes méditerraneennes et dans le sud-
ouest de I'Asie, frequemment cultivé comme haie dans les jardins. On le trouve eégalement a
I'état sauvage dans le sud de I'Europe, notamment sur les pentes montagneuses arides et

ensoleillées d'Espagne, de Dalmatie, de Tunisie, du Maroc et du sud de la France.

Cette espece affectionne particulierement les sols calcaires, d'ou sa présence caractéristique
dans les garrigues et maquis, non loin de la mer. Buisson aromatique circum-méditerranéen de

1 a2 mde haut, il colonise les collines seches et les sols argileux draines.

En Algérie, le romarin figure parmi les sept especes végétales couvrant plus de 50 000

hectares sur le territoire national[3].

I1.5 Classification botanique :

La classification de 1’espéce Rosmarinusofficinalisest comme suit[4] :

Tableau I1.1 : Classification botanique de RosmarinusofficinalisL.

Regne Plantes
Embranchement Spermaphytes

Classe Dicotylédones

Ordre Lamiales (Labiales)

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espéce Rosmarinusofficinalis L.
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11.6 Description botanique :

Rosmarinusofficinalis L. est un arbrisseau aromatique persistant reconnaissable a son odeur

caracteristique, pouvant atteindre 2 m de hauteur, tres rameux et toujours vert.

Ses feuilles persistantes, coriaces, sessiles, linéaires et entiéres (2,5-4 cm), présentent des
bords enroulés : vertes et chagrinées sur la face supérieure, blanches-tomenteuses en

dessous|[5].

Les fleurs, bleu pale a blanchatre, subsessiles, s'inserent en petites grappes axillaires et

terminales :

e Calice bilabié, en clochette, pulvérulent ;
e Corolle bilabiée a tube saillant, levre supérieure en casque bifide ;

e Deux étamines a filets saillants, insérées a la gorge de la corolle, anthéres linéaires.

La tige est tortueuse, anguleuse et fragile ; la racine, profonde et pivotante. Le fruit est une

baie ovale séche et lisse (figure 11.2).

Cette plante possede des propriétés stimulantes, antiseptiques et insecticides, et entre dans la

composition de parfums.

Figure I1. 2 :Aspect morphologique du romarin
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11.7. Caractéristiques

A-Partie souterraine
e Racines

La racine de Rosmarinusofficinalis L., partie souterraine de la plante, est profonde et
pivotante. Spécialisée dans l'absorption de I'eau et des sels minéraux ainsi que dans l'ancrage
au sol, elle confere a l'espéce son excellente adaptation aux terrains secs et rocailleux

méditerranéens|[6].

Figure 113 :Racinesde Rosmarinusofficinalis.

B-Partie aérienne :

e Tige
Rosmarinusofficinalis L. se présente comme un arbrisseau ou sous-arbrisseau de 0,5 a 2 m de
hauteur. Sa tige, tortueuse, anguleuse et fragile, est fortement rameuse. L'écorce se développe

de maniere linéaire a cyme, simulant plus ou moins des épis[6].
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e Feuilles

Les feuilles de Rosmarinusofficinalis L. sont coriaces, persistantes, sessiles, linéaires,
entieres, avec des bords enroulés. Vertes et ponctuées sur la face supérieure, elles sont
blanches-tomenteuses en dessous. Mesurant jusqu'a 3 cm de long sur 4 mm de large, les
jeunes feuilles sont pubescentes sur les deux faces, tandis que les plus agées sont glabres

sur la face supérieure. Une nervure médiane enfoncée leur confere des

striescaractéristiques (Figure 11.5).

Figure 11.5 : Représentation des feuilles de romarin
e Fleurs
Le romarin, herbe aromatique prisée, se récolte tout au long de I'année. Sans cueillette

réguliére, il produit de petites fleurs bleues : dés le printemps dans les régions tempérees,

et de maniére continue sur le pourtour méditerranéen[6].

Figure 116 : Représentation morphologique des fleurs de Rosmarinusofficinalis.

e Fruits

Le fruit de Rosmarinusofficinalis L. est un tétrakéne brun foncé, lisse et globuleux, mesurant

2 a 3 mm de longueur. Chaque akene contient un embryon sans albumen [6](Figurell.7).
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Figure 11.7 : Aspect morphologique du fruit de romarin.

D'autres caractéristiques notables sont résumées dans le tableau suivant : [7].

Tableau 11.2 : Différentes caractéristiques duRomarin

Hauteur du produit 33cm

Largeur du produit 18 cm

Profondeur du produit 18cm
Poids du produit non packagé 1kg

Désignation du produit en latin

Salviarosmarinus

Ph du sol Tous PH
Hauteur a maturité 1.5m
Espacement 0.5m

Plantation en climat

Meéditerranéen

Période(s) de floraison

Printemps/été

Nom vernaculaire

Romarin

Exposition

Soleil

Information facultative

supplémentaire

faciliter son identification

Informations sur les risques

Non concerné

Période de floraison

Avril, Mai, Juin

Croissance

Moyenne

Culture adaptée aux

jardiniers débutants

Cycle de culture Vivace
Floraison parfumée Oui
Rusticité Rustique
Humidité du sol Drainé

Conserver I'étiquette ou une photographie du végétal pour
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Végétation Vivace
Couleur des fleurs Bleu
Fréquence de l'arrosage Laisser légerement sécher le substrat en surface
Feuillage Persistant
Période de récolte Toute l'année
Hivernage Protéger sous un épais paillage
Couleur de floraison Bleu

11.8.Propriétés

Rosmarinusofficinalis L. est particulierement apprécié pour ses propriétés digestives et
détoxifiantes. 1l stimule la sécrétion biliaire, facilitant ainsi la digestion et la purification de
l'organisme. Antispasmodique grace a ses flavonoides, il soulage ballonnements et douleurs
abdominales ; ses acides phénoliques lui conferent par ailleurs des effets diurétiques,

favorisant I'élimination rénale de I'eau.

Energisant naturel, il soutient le tonus cardiaque et renforce la résistance au stress.
Antiseptique respiratoire, il calme la toux et décongestionne les voies aériennes en saison
hivernale[8].

11.9.Utilisations

Cette plante médicinale offre de nombreuses vertus. Voici les principaux bienfaits santé du

romarin[9] :

< Favorise la digestion, régule les lipides, améliore la circulation sanguine : cholagogue
(aide a I'évacuation de la bile), antispasmodique.

< Diurétique : il réduit les risques de calculs rénaux ou de goutte et prévient les
rhumatismes.

< Antistress, antifatigue : il prévient I'insomnie et permet de lutter contre le surmenage

intellectuel.

< Action antioxydante : contre le vieillissement cellulaire
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< Contre les affections de la peau : infections, plaies, nettoyage de la peau et des zones

génitales.
< Accélere la pousse des cheveux.
< Permet de lutter contre certains agents pathogénes : antimycosique et antibactérien.

< Soulage les rhumatismes.
< La choline qu'il contient agit comme régulateur des lipides, au niveau du foie, et

favorise la digestion.

< Ses vertus diurétiques facilitent l'activité rénale et participent a la prévention
du rhumatisme.

< Ses propriétés antioxydantes stimulent l'activite cérébrale et améliorent la mémoire

Le romarin est egalement reconnu pour ses propriétés stimulantes, aidant les personnes
souffrant de fatigue ou d'asthénie, tout en contribuant a prévenir 1’insomnie. Ses qualités
antiseptiques en font un excellent agent pour nettoyer la peau, traiter les zones sensibles ou
intervenir directement sur les plaies infectées. Il est également efficace grace a son action

antitussive.
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Chapitre III Méthodes d’extraction

L'extraction de principe actif a haute valeur est une étape trés importante dans 1’isolement

aussi bien que dans ’identification des molécules bioactives naturelles [1].

C’est la séparation sélective des parties actives des tissus végétaux des composants inactifs

ou inertes a l'aide des solvants.

I11. Méthodes d’extraction conventionnelle

III.1.1.Extraction par solvant

e Macération

La macération est une extraction a froid par immersion compléte de la matiére végétale dans
le solvant. La drogue végétale est placée avec la totalité du solvant d'extraction dans un
récipient fermé, laissé au repos pendant une durée déterminée. Le mélange est ensuite filtré et
le marc pressé ; les extraits liquides obtenus sont mélangés puis clarifiés par décantation ou
filtration [2].

Cette méthode présente des risques de fermentation ou de contamination bactérienne,
particulierement avec I'eau comme solvant, pouvant dégrader les principes actifs. Pour limiter
ces inconvénients, la macération s'effectue dans un récipient étanche, a l'abri de la lumiere,

parfois au réfrigérateur[2].

Figure I11.1 : Représentation de ’extraction par macération

e Infusion

L'infusion constitue la préparation galénique la plus simple. Elle s'obtient en versant de I'eau
bouillante sur des fragments de plantes séchées, puis en maintenant une maceération contrélée
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pour extraire les principes actifs thérapeutiques.Particulierement adaptée a l'extraction
decomposés volatils ou thermolabiles (huiles essentielles, flavonoides), elle s'applique aux

parties aériennes fragiles et finement broyées : feuilles, fleurs et graines[3].

Figure I11. 2 : Représentation de I’extraction par Infusion.

e Les décoctions

La décoction est recommandée pour les racines (bardane, valériane, harpagophytum), écorces
(cannelle) et tiges ligneuses (préle), lorsque les principes actifs hydrosolubles sont peu
accessibles.On verse de I'eau froide sur la drogue végétale coupée, moulue ou écrasée, puis on
porte a ébullition (100°C) pendant 5 a 15 minutes, voire plusieurs heures selon la matrice. Le

mélange est filtré apres refroidissement.

Limites des infusions et décoctions : thermosensibles (destruction de certains actifs) et
limitées aux composés hydrosolubles (exclusion des liposolubles). La macération complete

souvent ces préparations aqueuses pour une extraction exhaustive des principes actifs [4].

=
1

Autoclave|

‘K‘asﬁ

\
II \

Plant

Material :

Figure 111.3 : Décoctions des plantes
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e Extraction par Soxhlet

L'extracteur Soxhlet offre les meilleurs rendements parmi les techniques classiques
d'extraction. Son principe repose sur I'extraction continue des matieres grasses de la drogue

végetale par un solvant organique non polaire (éther de pétrole ou n-hexane).

L'appareil comprend un corps en verre, une cartouche en papier filtre épais, un tube siphon et
un tube d'adduction. L'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant, avec
I'échantillon en poudre dans la cartouche et un réfrigérant au sommet (chauffe-ballon avec

agitation magnétique recommandg).

Lors du chauffage, les vapeurs de solvant se condensent, percolent a travers la matrice,
s'accumulent jusqu'au siphon qui les renvoie enrichis dans le ballon. Ce cycle se répéte jusqu'a
épuisement. Apres distillation du solvant, le residu — principalement des triglycérides — est

obtenu par cette méthode directe.

Cette Figureillustre le montage typique d'un extracteur Soxhlet, avec le ballon, I'extracteur, le

siphon et le condenseur[5].

Réfrigérant =~

Cartouche [
d'extraction T
Siphon 1"\

Tube de montée de __ ‘ é ‘\ )
la vapeur

Cartouche
d'extraction avec
échantillon

Solvant

Plague chauffante
“—

-]
7 PO Sorhenat L
< 4

Figure I11. 4 : Représentation schématique d'un appareil d'extraction Soxhlet classique.
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e Extraction liquide -liquide

L'extraction liquide-liquide est une technique physico-chimique de séparation et de
concentration des composés organiques. Elle repose sur la partition d'un soluté entre deux
phases liquides non miscibles : une phase aqueuse et une phase organique constituée d'un

extractant dissous dans un solvant diluant.

Ses principaux inconvénients incluent la consommation massive de solvants organiques
toxiques, les pertes d'extractants et de solvants, ainsi que les difficultés de séparation des

phases par décantation[6].

) Introduction du solvant () Extraction (c] Séparation
3uverégret phase organique :
A \ urobine solvant S
support | . .
i - | A\Y // lors du + espéce extraite
o "?” dégazage 7 : -
A0 ~.__/ ™~ solvant S \ { | 5L
‘ \ \_ agitation /
\ / ampoule RN
. e 2 A2 .
w:_;; a décanter \ ‘\\ ghase ,
f. solution aqueuse : \ + aqueuse | )
eau + espece \ \ / (solvant : eau) ‘
q:Tp a extraire o _\‘{’,\\:‘ é.]-_..,
= /'/.,:‘((y — —
‘ j < bécher bouchon maintenu j i ‘
ala main |
S — L = L > I J

Figure I11. 5 : Les différentes étapes de I’extraction liquide — liquide

I11.1.2.Techniques d'extraction avancées

e Extraction assistée par ultrason

L'extraction par ultrasons (ou UAE - Ultrasound-Assisted Extraction) est une technique
physico-chimique innovante aux multiples applications en pharmacognosie, pharmacie,

cosmétique et agroalimentaire.

Son principe repose sur la cavitation acoustique : les fréquences supérieures a 20 kHz
génerent des cycles d'expansion/compression en milieu liquide, formant des bulles
microscopiques pres des parois cellulaires. L'implosion de ces bulles crée des microjets
localisés (élévation de température et pression) qui fracturent les parois végétales, facilitant la

pénétration du solvant et améliorant le rendement d'extraction[7].
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Avantages majeurs :

e Température ambiante (20-25°C), préservant les composés thermolabiles (acides gras
polyinsaturés, polyphénols, caroténoides, arémes) ;

e Temps réduits (3-30 min vs heures pour Soxhlet) ;

e Rendements supérieurs (jusqu'a +50-100%) ;

e Solvants réduits (économie verte).

Cette technique révolutionne I'extraction des métabolites secondaires fragiles (Wang et al.,
2006).

. 2 o v\ o

) ) : ) Cavitation -
4 ¢ phenomenon

Compression Comprossion  Compression / \
N i

Rarefacton  Rarefaction

Figure I11.6 : Principe de ’extraction assistée par ultrasons

I11.2 Comparaison des différentes techniques d'extraction :

La comparaison entre les méthodes d'extraction classiques et modernes met en lumiére des
différences significatives en termes de rendement, d'efficacité, d’impact environnemental et
de qualité des composés extraits. En général les méthodes modernes offrent des rendements

plus élevés et une meilleure efficacité d'extraction[8].

Elles sont généralement plus respectucuses de I’environnement, utilisent moins de solvants et
d’énergie[9].De plus, la qualité des composés extraits, en termes de composition chimique et

d'activité biologique est souvent supérieure avec les méthodes modernes.

L’analyse de ces critéres, permet une meilleure compréhension des avantages et des
inconvénients de chaque technique, facilitant ainsi le choix de la méthode la plus adaptée
I’extraction de composés naturels spécifiques. Cette évaluation est essentielle pour optimiser

les résultats en fonction des objectifs de recherche ou de production [10].
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Chapitre I Materiel et les méthodes

1.1 Introduction

Les polyphénols font I’objet de nombreuses recherches scientifiques en raison de leur intérét
biologique et de leur implication dans la protection des systémes biologiques. Dans ce
contexte, 1’étude des composés phénoliques de Rosmarinusofficinalis s’inscrit dans une

démarche de valorisation d’une plante médicinale riche en métabolites secondaires.

Dans le cadre de I’étude de I’espece végétale Rosmarinusofficinalis, deux axes ont été retenus.
Le premier concerne 1’extraction des composés phénoliques a partir de cette plante selon trois
méthodes complémentaires, a savoir la macération, 1’extraction assistée par ultrasons et
I’extraction Soxhlet. Un criblage phytochimique a ensuite permis d’identifier les principales

familles de métabolites secondaires présentes.

Le second axe porte sur 1I’é¢tude quantitative des composés phénoliques et flavonoides par
méthode colorimétrique, a travers le dosage des teneurs totales en polyphénols et en
flavonoides, exprimées en mg/g de matiére seche, a 1’aide des méthodes de Folin-Ciocalteu et

du trichlorure d’aluminium, respectivement.

Notre déemarche expérimentale est résumée dans le schéma ci-apres (Schéma 1.1)
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Qatiére végétalc>

Séchage:
A l'abri de la lumiére du soleil et a température ambiante
pendant une 3 semaines

Broyage mécanique:
Obtcntlon d'une poudre fmc

Extraction a froid —
( Macération ) \tl action a chaud
Extr actmn ( Soxhlet )

Extraction par
ultrasons
Dosage des S
composés hs:l e:;l.un.g
phénoliques et des phytochimique
flavonoides

Schéma I. 1 : Démarche expérimentale suivie dans cette étude.

I.2.Matiere et matériel végétal
1.2.1 Récolte du matériel végétal :

La collecte de la plante Rosmarinusofficinalis a été réalisée dans les montagnes d’El Chat,
situées dans la wilaya D’El Taraf, au nord-est de 1’Algérie (figure 1.1). La partie aérienne de
la plante a été séchée a I'ombre, a température ambiante, pendant trois semaines, a l'abri de la

lumiére et de I'humidité.
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Figure 1.2 : Photo deRosmarinusofficinalis.
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Figure 1.3 : Situation géographique de la zone de récolte de la plante étudiée.
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1.2.2 Préparation de I'’échantillon
La plante séchée a été pulvérisée dans un moulin a café, et les poudres obtenues conservées

dans des flacons en verre hermétiques en attendant les analyses.

Figure 1.4 : Broyage de Rosmarinusofficinalis.

1.2.3 Matériels et réactifs
Tableau 1.1 :Matériels et réactifs utilisés

Matériels Réactifs
Bain ultrasonique Méthanol (CH:OH)§
Etuve Acétate d’éthyle (CHs:COOCH-CHs)
Rotavapeur n-Butanol (CsHoOH)
Balance de précision Chloroforme (CHCl:)
Plague chauffante Chlorure de fer (III) (FeCls)
Agitateur Ether de pétrole (CsH.4)
Ballon Carbonate de sodium (Na.COs)
Réfrigérant Acide chlorhydrique (HCI)
Micropipette Hydroxyde d’ammonium (NH+OH)
Papier filtre Ethanol (C-HsOH)

Bécher

Erlenmeyer (fiole)
Verre de montre
Eprouvette graduée
Pipettes
Cristallisoir

Tubes a essai
Réfrigérateur
Boites de Pétri
Entonnoir
Ampoule a décanter ; Spatule
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1.3 Les méthodes d’extraction

eMacération

La poudre végétale séchée et broyée a été soumise a une extraction par macération. Une
quantité de 7 g de poudre de la plante Rosmarinusofficinalis a été macérée dans 70 mL d’éther
de pétrole dans un erlenmeyer de 100 mL. Le mélange a été agité de maniere intermittente et

maintenu a température ambiante pendant 24 heures.

Aprées cette période, le macérat a été filtré a ’aide d’un papier filtre Whatman. Le marc
restant dans I’entonnoir a été récupéré et utilisé pour une extraction hydroalcoolique. Pour
cela, un mélange de 20 mL d’eau et 50 mL de méthanol a été ajouté au marc, puis le mélange

a été laissé en macération pendant 48 h. Apres ce temps, la solution obtenue a été filtrée puis

concentrée a I’étuve a 35 °C afin d’éliminer le solvant.

Figure 1.5 : Extraction des composés bioactifs de Rosmarinusofficinalis par macération

esExtraction par Soxhlet

La méthode de Soxhlet a été mise en ceuvre en utilisant 30 g de poudre végétale, introduite
dans une cartouche en cellulose, puis soumise a une extraction séquentielle avecdeux solvants

de polarité croissante : éther de pétrole, I’eau et méthanol.

Pour le premier cycle d'extraction Soxhlet, la quantité de poudre de
Rosmarinusofficinalis(30g)a été placée dans la cartouche de l'appareil. Le ballon flask
contenait 300 mL d'éther de pétrole comme solvant d'extraction.L'appareil a été mis en

marche : le solvant a été porté a reflux, ses vapeurs condensées dans le réfrigérant ont percolé
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a travers la poudre vegétale, et le percolat enrichi en métabolites a été automatiquement

siphonné vers le ballon collecteur.

Apres ce premier cycle, la cartouche a été transférée dans un nouveau ballon contenant un
melange hydro alcoolique (210 mL d’éthanol + 90 mL d’eau) pour le deuxieme cycle. Le
processus de reflux et de siphonage a été répété. Cette sequence a été effectuée sur
troiscyclesau total afin d’assurer I’extraction exhaustive des composés phénoliques et des
flavonoides Le temps de chaque cycle est présenté dans le tableau 2. A I’issue de chaque
cycle, les solvants ont été évaporés a I’étuve (35 °C), permettant d’obtenir un extrait

concentré.

Tableau I. 2 : Durée des cycles d’extraction par Soxhlet.

Cycle Temps
01 43 min
02 35 min
03 25 min

Figure 1.6 : Extraction des composés bioactifs de RosmarinusofficinalisparSoxhlet.

eExtraction assistée par ultrasons

L’extraction par ultrasons a été effectuée dans un bain a ultrasons (fréquence : 40 kHz ;
puissance : 200 W), a température ambiante (30-35 °C). 7g de poudre de
Rosmarinusofficinalis ont été introduits dans une fiole jaugée de 100 mL contenant 70 mL
d'éther de pétrole, puis soumis a une extraction assistée par ultrasons pendant 30 min afin de
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faciliter la libération composés apolaires en perturbant les parois cellulaires [1]. Aprés
filtration (séparation du filtrat et du marc), ce dernier a subi une extraction hydro
alcooliqueavec 50 mL de méthanol et 20 mL d'eau, sous ultrasons pendant 45 min. L'extrait

filtré a été concentré a I'étuve (35 °C) pour évaporer les solvants.

Figure 1.7 : Extraction des composés bioactifs de Rosmarinusofficinalis par ultrasons.

Extraction liquide-liquide des extraits végétaux

L'extraction liquide-liquide repose sur la séparation de deux phases liquides immiscibles pour
fractionner les composés végétaux selon leur polarité. Elle est particulierement adaptée a
I'isolement des phénols, flavonoides et autres métabolites secondaires[2].

Aprés ’obtention des extraits concentrés de la plante Rosmarinusofficinalis par les différentes
méthodes d’extraction (macération, ultrasons et Soxhlet), une extraction liquide-liquide a été
réalisée a I’aide de quatre solvants de polarité croissante : éther de pétrole, chloroforme,

acétate d’éthyle et n-butanol. La densité de ces solvants est présentée dans le tableau 1.3.

Tableau 1.3 : Densité des solvants utilisés pour I’extraction liquide-liquide.

Solvants Densité
éther de pétrole 0.65
Chloroforme 1.49
acétate d’éthyle 0.9
n-butanol 0.81
L’eau 1
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Dans un premier temps, I’extrait hydro alcoolique a été introduit dans une ampoule a
décanter, puis une premiere extraction a été réalisée par addition d’éther de pétrole. Le
mélange a été agité vigoureusement, puis deégazé et laissé au repos afin de permettre la
séparation des deux phases. La phase organique (supérieure) a été récupérée, tandis que la

phase aqueuse (inférieure) a été conservée pour les extractions suivantes.

La phase aqueuse a ensuite été extraite successivement avec le chloroforme, puis avec
I’acétate d’éthyle, en répétant les mémes étapes d’agitation, de dégazage et de séparation des
phases. Enfin, une derniére extraction a été réalisée avec le n-butanol,la phase organique
correspondante a été récupérée et séchée a 1’aide de sulfate de sodium anhydre (Na2SO.) afin

d’éliminer ’eau résiduelle.

Enfin, la phase organique filtrée a été concentrée a I'étuve a 35 °C, fournissant un extrait sec
stable prét pour le criblage phytochimique, le dosage des polyphénols et flavonoides, et

I'évaluation de l'activité antioxydante.

Figure 1.8 : Extraction liquide-liquide des extraits végétaux de la plante.
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¢ Rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction a été déterminé selon 1’équation :

R(%)=MP/MEx100

eME : masse de I’extrait obtenu (g)
eMP: masse initiale de poudre végétale utilisée (g)

1.4 : Criblage Phytochimique :

Le criblage phytochimique regroupe I'ensemble des méthodes physico-chimiques destinées a
détecter et identifier les principales classes de métabolites secondaires des plantes. Les
groupes phytochimiques majeurs, responsables des activités biologiques et évalués selon

Harborne[3,4], sont les suivants :

Les alcaloides, les flavonoides, les tanins, les saponines, les anthocyanes, teste de lipide, les

stérols et les terpénes.
Les protocoles d'identification pour chaque classe de composés sont décrits ci-dessous :

1. Alcaloides

Macérer 2 g de la poudre seche dans 20 mL de HCI a 1%. Laisser ’ensemble en
maceration pendant 2 h. Apres filtration, introduire 5 mL du filtrat dans un tube a essai et
ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer. L’apparition d’un précipité blanc-jaunatre

indique la présence d’alcaloides [5].
2. Les flavonoides

Macérer 2g de poudre de la matiere vegétale dans 40ml de HCI dilué a 1% pendant 24h.
Apres avoir filtré le mélange, prendre 2 ml du filtrat et le rendre basique par 1’ajout de
NH4OH. L’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieur du tube indique

la présence des flavonoides [6].

3. Tanins

Prendre 2g de matériel végétal, les macérer pendant 2 heures dans éthanol CoHsOH a 1%.
Filtrer puis ajouter quelques gouttes d'une solution de FeCI3 a 2% (2g FeCls dans 100ml de

C2Hs0H). L'apparition d'une couleur verte indique la présence des tanins [6].
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4. Saponines

On prend 2g de matériel végétal dans 50ml de H-O, on chauffe jusqu'a ébullition 30 min puis
on filtre le mélange et on laisse refroidir. Quelques millilitres du filtrat sont mis dans un tubea
essais puis on agite fortement dans le sens de la longueur du tube. L'apparition d'une mousse

qui persiste quelques secondes indique la présence des saponines[6].

5. Lipides

3 g de poudre seche sont macérés dans 50 mL d’hexane pendant 24 heures. Apres filtration, le
solvant est évaporé sous pression réduite a 40 °C. L’extrait obtenu correspond a un extrait

lipidique brut (huile)[7].
6. Stérols et terpénes:

Prendre 2g de matériel vegétal dans 30ml d'éther de pétrole, pendant 24 heures. Filtrer et
évapore dans 1’étuve ; le résidu obtenu est dissout dans 0,5ml d’acide acétique et 0,5ml de
CHCls. Puis 1ml de I’acide sulfurique concentré est ajouté. L’apparition d’un cercle v violet

ou marron est formee puis il devient gris, ce qui indique la présence des sterols et terpenes [8].

7. Testd’anthocyane :

Iml d’infusé a 10 % (10 g de poudre dans 100 mL d’eau) est prélevé. Quelques gouttes
d’acide chlorhydrique concentré (HCI) sont ajoutées, ce qui entraine un changement de
couleur vers le rose-rouge. Ensuite, quelques gouttes d’hydroxyde d’ammonium (NH:OH)
sont ajoutées ; une seconde variation de couleur vers le bleu violacé est observée. Ces

changements confirment la présence d’anthocyanes [9].

1.5 Dosage quantitatif

I.5.1 Dosage des flavonoides totaux
e Principe

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée par méthode colorimétrique adaptée des
protocoles classiques. Ce dosage repose sur la formation d'un complexe flavonoides-AICls
produisant une coloration rosée dont l'intensité, proportionnelle a la concentration en
flavonoides, est mesurée par spectrophotométrie. L'absorbance obtenue est rapportée a

une courbe d'étalonnage établie avec la catéchine comme standard [10].
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e Protocole

Dans des fioles jaugées contenant 4mL d'eau distillée, ont été ajoutés 1mL d'extrait ou de
solution étalon de catéchine (25, 80, 120, 160, 200 et 250mg/L). A t = 0 min, 0.3mL de
NaNO: 5% (p/v) ; puis, aprés 5min, 0.3mL de AICL: 10% ; et enfin, 5 min plus tard, 2 mL de
NaOH 1M. Le volume final a été porté a 10 mL avec 2,4 mL d'eau distillée, et le mélange

vigoureusement agité.

L'absorbance de la solution rosée a été mesurée a 510 nm contre un blanc méthanolique en
spectrophotométrie UV-Vis. La teneur en flavonoides totaux, exprimée en pg équivalents
catéchine/g de matiére séche (LgEC/g MS), a été déterminée a partir de la courbe d'étalonnage

de la catéchine. Les analyses ont été réalisées par triplicata.

EI ml de I'extraiﬂ
[ 4 ml d’eau ]

[a t=0
@3m1 de NaNoﬂ

apres Smin

E 2ml de AICIS]

apres Smin
E 2ml de NaOI—ﬂ

|

[2.4ml d’eau ]

Figure 1.9 : Schéma de protocole de dosage des flavonoides par la méthode
colorimétrique (NaNO:—AICL).
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1.5.2 Dosage des poly phénols totaux
e Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu subit une réduction par les composés phénoliques en milieu
alcalin, ce qui conduit a la formation d’un complexe bleu qui est mesuré a 765 nm. Les
résultats sont exprimés en pg équivalents acide gallique par g de matiére séche végétale (ug
EAG/g MS) [10, 11].

e Protocole

L’¢évaluation des taux des polyphénols totaux de l'extrait brut est réalisée en utilisant la
méthode de Folin-Ciocalteu. Dans une fiole jaugée de 250 ml contenant initialement 2ml
d’cau distillée, on introduit 1ml d’extrait de plante ou de la solution de 1’acide gallique a des
concentrations (25, 80, 120, 160, 200 ,250mg/1). Suite a I’ajout de 1,0 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu et son agitation, la solution a été laissée en réaction pendant 5 min. Ensuite, 10,0 ml
de Na>COs ont éte introduite, puis le volume a été ajusté jusqu’au trait de jauge avec de 1’ecau
distillée. Apres incubation de 90 min a température ambiante a 1’obscurité, I’absorbance a été
mesurée a 750 nm a ’aide d’un spectrophotométre contre un blanc (une solution de méthanol.

La teneur en polyphénols des échantillons analysés sont déterminées par la relation suivante :
Teneur totale en polyphénols (ug EAG/g MS) = (C x V) / m.

C = concentration équivalente en acide gallique (mg/l),

V = volume total de I’extrait (1),

m = masse de ’échantillon (g, matiére séche).
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2 ml d’eaun

1ml de I'extrait

1 ml réactif de
folin

apres Smin

10ml de Na2CO3

en termine avec I'eau jusqu'au trait de
jauge de 25ml

Figure 1.10 : protocole de dosage des polyphénols totaux par la méthode de
FolinCiocalteu

:
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Chapitre II Résultats et discussion

I1.1 Screening Phytochimique

Les tests préliminaires de caractérisation, réalisés sur notre plante (la partie aérienne de
Rosmarinusofficinalis), nous ont permis de mettre en évidence la présence de plusieurs
groupes de métabolites secondaires, également désignés comme groupes phytochimiques.

Tous les résultats sont présentés dans le tableau 11.01.

Tableau 11.1 : Screening phytochimique de la partie aérienne de Rosmarinusofficinalis

Alcaloides -

les flavonoides 4+

Tanins F++

SAPONINES i+

Lipides 4+
Stérols et terpenes +

Test d’anthocyane -

+++ : Tres présent  +: présent - : absent

Figure 11.1 : Test des flavonoides.
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Figure I1.4 : Test des lipides.
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D’aprés le tableau 11.1, on remarque que la plante étudiée est riche en métabolites secondaires.
On constate une forte présence des flavonoides, des tanins et des saponines constituent les
groupes les plus fréquents, tandis que les stérols et terpenes sont présents en quantité
modérée. En revanche, les alcaloides et les anthocyanes sont absents.

1.2 Comparaison des rendements d’extraction obtenus par les trois méthodes

Les rendements de chaque méthode ont été calculés selon la formule

R = (Mextrait/ Mpoudre) % 100.

Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 11.2.

Tableau I1.2 : Rendements d’extraction obtenus par les trois méthodes

R Acétate%0 R chioroforme?0 R Ether de pétrole%0 RN-butano1 %0
Macération 2.2 2.25 2 2.47
Soxhlet 0.51 0.9 0.23 0.63
Ultrasons 2.4 2.49 8.4 2.7

Les résultats présentés montrent clairement que les rendements d’extraction varient en

fonction de la méthode utilisée et de la nature du solvant.

La méthode par ultrasons donne les meilleurs rendements pour la plupart des solvants, avec
une valeur particuliecrement élevée pour I’éther de pétrole (8,4 %). Cette efficacité peut
s’expliquer par le phénomene de cavitation, qui favorise la rupture des parois cellulaires et

facilite la libération des composés.

La macération présente des rendements intermédiaires (2-2,5 %), ce qui indique une
extraction correcte mais limitée, probablement en raison de I’absence d’agitation intensive et

de la lente diffusion des solutés.

En revanche, la méthode Soxhlet montre les rendements les plus faibles (0,23-0,9 %). Cela
peut étre attribué a I’effet de la température élevée, susceptible de dégrader certains composés

thermosensibles ou d’entrainer la perte de composés volatils.
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I1.3Dosage des composes phéenoliques

On prépare des solutions filles de concentrations respectives (25, 80, 120, 160, 200 et 250
mg/L). En suivant le protocole décrit ci-dessus, on obtient les absorbances correspondantes a

chaque concentration d’acide gallique (Tableaull.3).
Tableau I1.3 : Absorbances de I’acide gallique en fonction de leurs concentrations.

C (mg/l) 25 80 120 160 200 250
Absorbance 0,374 0,509 0,590 0,680 0,758 0,859

0.9 -
0.8 4
0.7 -

0.6 1

0.5 1 y=0.002x+0.330

R?=0.998

0.4 -

Absorbtion

0.3 +

0.2 4

0.1

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Concentration mg/l

Figure 1.5 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

11.4 Dosage des flavonoides totaux

On prépare des solutions filles de concentrations respectives (25, 80, 120, 160, 200 et 250
mg/L). En suivant le protocole décrit ci-dessus, on obtient les absorbances correspondantes a

chaque concentration de lacatéchine(Tableau 11.4).
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Tableau 1.4 : Absorbances de la catéchine en fonction de leurs concentrations.

C (mg/l) 25 80 120 160 200 250
Absorbance 0,594 0,645 0,671 0,676 0,697 0,740
0.8 -
0.7 -
0.6 -
E 0.5 1 y=0.001x+0.588
= R?=0.962
5 04 -
o
=
< 03 -
0.2 -
0.1 -
O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Concentration mg/l

Figure 11.6 : Courbe d’étalonnage de la catéchine

En se basant sur les valeurs d'absorbance des solutions d'extrait (extrait de la partie aérienne),
ayant réagi, et comparées a la solution étalon en équivalent d’acide gallique et en équivalent
de catéchine comme décrit ci-dessus, les résultats de l'analyse spectrophotométrique des
composés phénoliques totaux et flavonoides totaux sont résumés dans le tableau 05 et sont
représentes par Les figures I1.7-11.9pour les trios méthodes. La teneur en composés
phénoliques est exprimée en micro grammes équivalents a ’acide gallique (Hg GAE) et la
teneur en flavonoides est exprimée en micro gramme équivalents a la catéchine. Ces résultats
se rapportent a 1 gramme de matiére seche et les valeurs représentent les moyennes de trois

mesures * déviation standard [1].
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I1.5 Analyses quantitatives des flavonoides et polyphénols

Tableau 11.5 : Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux de

Rosmarinusofficinalis.

Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides
T ug EAG/g MS T ug EC/g MS
Macération
acétate chloroforme éther de  N-butanol acétate chloroforme  éther de  N-butanol
pétrole pétrole
97,5 +4,62 4582 +0,14 32,78+0,71 203,21 +05 5457+1,14 11,42 +0,42 5,57+0,57 82,85+0,14
Soxhlet
121,92+2 35 14 40,21 14,28+0,07 217,14+1,01 66,57+0,28 2,57 0,42 5,14+0,57 85,28+0,42
Ultrasound
80 +1,5 1457 +1,43 6,78+0,85 17 0,57 36+1,42 6,05 +1,68 3,42 90,86+2,14
+0,57
250 -
200 -
150 -
100 - H Teneur en polyphénols
B Teneur en flavonoides
50 -
D 1 1 1 1
5 il 3* &
o S o ol
+ < &° d\b@Q é'o""
&

Figure 11.7 : Evaluation des teneurs en flavonoides et phénols totaux obtenus par
maceération
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200 A

150 A

m Teneur en polyphénols

o Teneur en flavonoides

50 A

B

0 T T T f

acétate chlorofarme éther de pétrole N-butanol

Figure 11.8 : Evaluation des teneurs en flavonoides et phénols totaux obtenus par
soxhlet.

80

70 A

60 -

50 -
m Teneur en polyphénols

m Teneur en flavonoides

30 A

20 A

10 -

acétate chloroforme éther de pétrole N-butanol

Figure 11.8 : Evaluation des teneurs en flavonoides et en composés phénoliques totaux
obtenus par extraction assistée par ultrasons.
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Discussion

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides varient
considérablement en fonction de la méthode d’extraction utilisée ainsi que de la polarité du

solvant employe.

Concernant les polyphénols totaux, les extraits obtenus avec le n-butanol présentent les
teneurs les plus élevées pour les méthodes de macération (203,21 + 0,5 ug EAG/g MS) et de
Soxhlet (217,14 + 1,01 pg EAG/g MS). Cette forte concentration peut étre attribuée a la
polarité intermédiaire du n-butanol, qui favorise I’extraction des composés phénoliques. Des
résultats similaires ont été rapportés dans plusieurs études montrant que les polyphénols sont

généralement plus solubles dans les solvants polaires ou semi-polaires.

L’extraction par Soxhlet a permis d’obtenir la plus forte teneur en polyphénols, notamment
dans la fraction n-butanolique et dans I’extrait a I’acétate d’éthyle (121,92 + 2,35 ug EAG/g
MS). Cette efficacité peut étre expliquée par 1’action combinée de la température €levée et du
renouvellement continu du solvant, favorisant une meilleure diffusion des composés bioactifs

a travers les parois cellulaires végétales.

La macération a également donné des rendements appréciables en polyphénols,
particulierement avec le n-butanol et I’acétate d’éthyle. Toutefois, les valeurs obtenues restent
Iégerement inférieures a celles du Soxhlet, ce qui pourrait étre 1ié a ’absence de chauffage et

a une extraction moins exhaustive.

En revanche, la méthode par ultrasons a montré une baisse significative de la teneur en
polyphénols, notamment dans les fractions chloroformique (14,57 + 1,43 ug EAG/g MS),
éther de pétrole (6,78 £ 0,85 ug EAG/g MS) et n-butanolique (17 £ 0,57 ug EAG/g MS).
Cette définition pourrait étre due a une durée d’extraction insuffisante ou a une éventuelle

dégradation de certains composés phénoliques sous I’effet des phénomenes de cavitation.

Pour les flavonoides, la méme tendance générale est observée. Les fractions obtenues avec le
n-butanol présentent les concentrations les plus élevées pour les trois méthodes d’extraction,
avec des valeurs de 82,85 + 0,14, 85,28 + 0,42 et 90,86 + 2,14 ug EC/g MS respectivement
pour la macération, le Soxhlet et les ultrasons. Ces résultats indiquent que les flavonoides

présents dans I’échantillon possédent une polarité compatible avec celle du n-butanol.
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L’extraction Soxhlet a permis d’obtenir la teneur la plus élevée en flavonoides dans I’extrait a
I’acétate d’éthyle (66,57 + 0,28 ug EC/g MS), suivie de la macération (54,57 + 1,14 ug EC/g
MS), tandis que I’extraction assistée par ultrasons a donné¢ une valeur plus faible (36 + 1,42
pHg EC/g MS). Cette différence confirme I’influence de la température sur la solubilisation et

la diffusion des flavonoides.

Les extraits obtenus avec le chloroforme et 1’éther de pétrole présentent les plus faibles
teneurs en polyphénols et en flavonoides quelle que soit la méthode d’extraction. Cela
s’explique par la faible polarité de ces solvants, qui limite I’extraction des composés

phénoliques généralement polaires.

Dans I’ensemble, les résultats montrent que le n-butanol constitue le solvant le plus efficace
pour I’extraction des polyphénols et des flavonoides, tandis que la méthode Soxhlet apparait
comme la technique d’extraction la plus performante pour la récupération de ces métabolites
secondaires. Ces observations soulignent 1’importance du choix du solvant et de la technique

d’extraction dans la valorisation des composés bioactifs d’origine végétale.
Réferences bibliographiques :
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Conclusion

Au terme de cette étude portant sur la valorisation du romarin sauvage (Rosmarinusofficinalis
L.) récolté dans la région d’El Tarf, plus précisément a El Chat, il apparait que cette espece
constitue une source importante de composeés bioactifs présentant un intérét potentiel dans les

domaines pharmaceutique, thérapeutique et agroalimentaire.

Le criblage phytochimique réalisé a révelé la présence de plusieurs groupes de métabolites
secondaires, notamment les flavonoides, les tanins, les saponines, les lipides ainsi que les
stérols et terpénes. Ces résultats confirment la richesse chimique du romarin et justifient son

utilisation traditionnelle dans diverses applications medicinales.

L’¢étude comparative des différentes méthodes d’extraction (macération, Soxhlet et extraction
assistée par ultrasons) a montré que I’efficacité de I’extraction dépend étroitement de la

technique employeée ainsi que de la nature du solvant utilisé.

Les analyses quantitatives ont mis en évidence des variations notables des teneurs en
polyphénols totaux et en flavonoides selon les conditions d’extraction. L’extraction assistée
par ultrasons a permis d’obtenir le meilleur rendement d’extraction (8,4 %), démontrant

I’intérét de cette technique moderne, rapide et efficace.

Par ailleurs, les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux ont été enregistrées dans la
fraction n-butanolique obtenue par Soxhlet, tandis que les concentrations les plus importantes
en flavonoides ont également été observées dans les extraits n-butanoliques, particulierement

ceux issus de I’extraction assistée par ultrasons.

Dans I’ensemble, les résultats obtenus mettent en évidence le potentiel du romarin sauvage
comme source naturelle de molécules bioactives. Ils soulignent également I’importance du
choix de la méthode d’extraction et du solvant pour optimiser la récupération des composés
phénoliques d’interét. Cette étude constitue ainsi une base scientifique pour de futures
recherches visant a approfondir la caractérisation chimique des extraits, a évaluer leurs
activités biologiques et a promouvoir la valorisation de cette ressource végétale locale dans

différents secteurs d’application.
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