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Résumé

La présente étude est basée sur les travaux de recherches antérieures. Elle a pour objectif
d’évaluer la variabilité histologique, phytochimique des extraits aqueux de Rosmarinus

officinalis L., issus de trois régions d’Algérie (Alger, Tablat, Beni Yenni).

Les résultats de I’analyse des coupes histologiques réalisées au niveau des feuilles et des tiges
de Rosmarinus officinalis L. des trois régions montrent la présence de 3 types de poils ; les

poils técteurs, sécréteurs et glandulaires

Cependant les résultats de I’é¢tude phytochimique de ces mémes régions ont mis en évidence
que le rendement en extrait du romarin de I’ENSA (école national des sciences
agronomiques) enregistre le plus fort rendement (39,6%). Les résultats du dosage des phénols
totaux ont permis d’enregistrer de fortes teneurs pour I’ensemble des extraits étudiés, avec
cependant des différences notables. Ainsi I’extrait du romarin de ’ENSA se distingue par la
plus forte teneur en phénols totaux (462,7 mg eq.ag /g d’extrait) suivi par celui du romarin de
Beni Yenni (408,62 mg eq.ag /g d’extrait) et le romarin de Tablat (372,73 mg eq.ag /g

d’extrait).

Les résultats du dosage des flavonoides des trois extraits étudiés révelent de fortes teneurs en
flavonoides avec une méme hiérarchisation des teneurs que celles obtenues pour les phénols
totaux (54,75mg eq. qr /g d’extrait pour le romarin de ’ENSA, 45,17 mg eq. qr /g d’extrait

pour le romarin de Beni Yenni et 38,14 mg eq. qr /g d’extrait pour le romarin de Tablat.

Mots clés : Rosmarinus officinalis L., coupe histologique, étude phytochimique, phénols

totaux.



Abstract

This study is based on the work of previous research. It aims to assess the histological and
phytochemical variability of aqueous extracts of Rosmarinus officinalis L., from three regions
of Algeria (Algiers, Tablat, Beni Yenni).

The results of the analysis of histological sections made in the leaves and stems of
Rosmarinus officinalis L. from the three regions show the presence of 3 types of hairs;
tectoric, secretory and glandular hairs

However, the results of the phytochemical study of these same regions have shown that the
yield of rosemary extract from ENSA records the highest yield (39.6%).

The results of the determination of total phenols made it possible to record high levels for all
the extracts studied, however, with notable differences. Thus the rosemary extract from ENSA
is distinguished by the highest content of total phenols (462.7 mg eg.ag / g of extract)
followed by that of rosemary from Beni Yenni (408.62 mg eq.ag / g of extract) and rosemary

from Tablat (372.73 mg eq.ag / g of extract).

The results of the flavonoid assay of the three extracts studied reveal high flavonoid contents
with the same hierarchy of contents as those obtained for total phenols (54.75 mg eq. Qr / g of
extract for rosemary from ENSA, 45, 17 mg eq. Qr / g of extract for rosemary from Beni

Yenni and 38.14 mg eq. Qr / g of extract for rosemary from Tablat.

Key words: Rosmarinus officinalis L., histological section, phytochemical study, total
phenols.
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Introduction

L’Algérie recele d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans les
régions cotiéres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis
sahariennes: on y trouve plus de 3000 especes végétales. Parmi ces ressources naturelles les
plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et jouent un grand réle dans
I’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire,

conserverie, pharmaceutique, et phytothérapie. (Duraffourd et al., 1997)

La biodiversité est un concept complexe, englobant a la fois la variabilité génétique des
populations, la diversité spécifiqgue et fonctionnelle des communautés, la diversité des
écosystemes et les interactions entre ces différents niveaux organisationnels. (Balmford et al
., 2010).

Cette biodiversite, est sous la dépendance des facteurs écologiques biotiques et abiotiques.
Cependant, deux plantes appartenant a la méme espéce vivant dans deux biotopes différents,

peuvent présenter des différences morphologiques, anatomiques, phytochimique etc.

A cet effet, nous nous sommes intéressés I'espece Rosmarinus officinalis, une Lamiaceae tres

répondu en Algérie.

Le but initial de la réalisation de ce travail, est de chercher une éventuelle variabilité
anatomique et phytochimique de cette plante afin de connaitre I’influence du biotope sur la
plante.

Vu la situation actuelle et les difficultés rencontrées pour réaliser 1’é¢tude expérimentale,
nous avons orienté notre travail vers une étude théorique. Nous nous sommes basees sur des
travaux de recherche qui vont dans le sens de notre objectif. Nous nous sommes donc
inspirées des travaux réalises par Outaleb (2010) sur le romarin collecté de 3 regions
d’Algérie a savoir ENSA Tablat (Médéa) et Beni yenni (Tizi Ouzou),

Afin d’atteindre notre objectif, nous avons reparti notre travail en trois chapitres ;

13



Introduction

Le premier porte sur des genéralités concernant I'espece Rosmarinus officinalis L.,
description botanique, systématique, répartition géographique dans le monde et son

utilisation. Sa composition chimique, et en fin les généralités sur les tissus des végétaux.

Le deuxieme est consacré aux matériel et méthodes d’étude : histologique, et caractérisation

phytochimique des extraits aqueux de la plante.

En fin le troisieme aborde les résultats et discussions, des études antérieures menées par

divers chercheurs réalisées sur 1I’espece Rosmarinus officinalis L.

14
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Chapitre I : Géneéralités

1.1. Généralités sur le romarin.

1.1.1. Histoire en bref du romarin.
Rosmarinus officinalis linnaeus (figurel) qui signifie « rose de la mer » est appelé aussi

« Herbe aux couronnes » ou « Herbe aux troubadours ». Il était déja employé dans I’Egypte
ancienne puis il est parvenu en Europe Centrale au IXe si¢cle par I’intermédiaire des moines
bénédictins. Le romarin acquit surtout sa célébrité parce qu'il entrait dans la composition de
I’eau de la reine de Hongrie. En effet, 4gée de soixante-douze ans, infirme et goutteuse; elle
aurait retrouve vigueur et beauté par une cure de cette eau magique. (Teuscher et Lobstein,
2005)

Figure 2: Rosmarinus officinalis L.(Originale) J

1.1.2. Description botanique.

Rosmarinus officinalis L. est une plante aromatique de la famille des Lamiaceae, originaire de
la région méditerranéenne. Elle est également cultivée en Asie centrale, en Inde, en Asie du

Sud-est, en Afrique du Sud, en Australie, aux Etats-Unis et au Brésil. Aujourd'hui, il est

16



Chapitre I : Généralités

cultivé dans de nombreuses régions du monde et est communément appelé romarin. La plante
est un buisson qui atteint de 0,50 a 1,50 m de hauteur, avec des feuilles a I'arbme trés piquant
et des fleurs bleues, violettes et blanches. (Rodriguez Salazar et al., 2019)

1.1.2.1. Appareil végétatif.

++ Racine: est profonde et pivotante (figure2).

X/

% Tige: est quadrangulaire (souvent renflée aux nceuds), recouverte d'une cuticule
relativement épaisse, assez imperméable a lI'eau et aux gaz permettant de limiter la perte
d'eau via la transpiration.

7

+ Feuilles: sont sessiles, coriaces, simples la plupart du temps, et presque toujours
opposées decussées, L'épiderme inférieur des feuilles est muni de stomates localisés dans

des creux et cryptes protéges par de nombreux poils técteurs pluricellulaires ramifiés a
limbe enroulé par-dessous (figure3). (Leplat, 2017)

Figure2: Racines de Rosmarinus officinalis L. Figure3: feuilles de Rosmarinus officinalis L.

(Originale) (Originale)

17



Chapitre I : Géneéralités

1.1.2.2. Appareil reproducteur.

Inflorescences : sont de type cyme bipares puis unipares et sont situées a l'aisselle des
feuilles supérieures. Elles sont le plus freqguemment condensées en glomérules et simulent

souvent un verticille de fleurs autour de la tige.

Fleur : possede un plan de symétrie vertical car la corolle est zygomorphe et I'étamine

supérieure est absente. Elle est le plus souvent hermaphrodite.

> Le calice est plus ou moins bilabié persistant est parfois accrescent autour du fruit.

» la corolle bilabiée, longuement tubuleuse, parfois a 4-5 lobes subégaux ou a une

seule levre inferieure trilobée, la supérieure est bilobée.

» L’androcée est didyname formé de 4 étamines, la cinquiéeme étant tres réduite,

parfois 2 étamines et 2 staminodes.

» Le Gynécée forme 2 carpelles biovulés subdivisés chacun par une fausse cloison

en 2 logettes uniovulées.

Fruit : constitué par 3 akenes plus ou moins soudées par leur face interne. La graine est

exalbuminée. (Leplat, 2017)
1.1.3. Systématique.

Selon APGIII (2009) (Haston et al., 2009), le romarin est classé comme sulit ;
Regne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Tubiflorales

Sous ordre : Lamiales

Familles : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus officinalis L.
18



Chapitre I : Géneéralités

1.1.4. Répartition geographique.

Dans le monde, le romarin pousse dans de nombreux pays d’Europe et d’Asie notamment en
Espagne, Italie, Gréce, sud de la France, nord de 1’Afrique (du Maroc a la Tunisie), Inde, les
Philippines, les Antilles, I’ Australie, les Etats-Unis et le Mexique. (Pelikan, 1986 ; Teuscher
et al., 2005)

En Algérie le romarin s’étale sur une superficie excédant 100 000 hectares et les principales

localisations sont reportées dans le tableau 1. (Bensebia et al., 2009)

Tableau 1:les principales localisations du Rosmarinus officinalis L. en Algérie

Wilaya Superficie approximative
Biskra 1500ha
Khenchela 5000ha
Bouira ND
Ain-Temouchent 800ha
Naama 500ha
El-bayadh ND
Mila 4000ha
Mascara 1500ha
Médéa ND
M’sila 4500ha
Setif 3500ha
Souk ahras 4410ha
Béjaya 500ha
Sidi bel abbes 429,5ha
Oran 2570ha
Mostaganem 400ha

ND : non déterminé

19



Chapitre I : Géneéralités

1.1.5. Usage et intérét.

L'utilisation des plantes est aussi ancienne que I'numanité. Les produits naturels sont bon

marché et prétendument sdrs. Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) est utilisé dans plusieurs

domaines :
En Médecine

v’ antispasmodique dans les coliques rénales et la dysménorrhée .

v/ traitement ou prévention de I'asthme bronchique, des troubles spasmogénes, de l'ulcére
gastroduodénal, des maladies inflammatoires, de I'népatotoxicité, de l'athérosclérose,
cardiopathie ischémique, cataracte, cancer et mauvaise motilité des spermatozoides.

v" pour soulager les troubles respiratoires.

v Extrait du romarin détend les muscles lisses de la trachée et de l'intestin et a une
activité cholérétique, hépatoprotectrice et antitumérogene.

v L'extrait hydro alcoolique est utilisé pour le traitement d'un large éventail de maladies,
y compris la dépression. (Machado et al.,2012)

v" L’huile essentielle présente aussi une activité antimicrobienne contre Staphylococcus

aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Escherichia coli et Pseudomonas

aeroginosa. (Mouas et al., 2017)

En agronomie

v

v

anti acaricide efficace contre la Varroa destructor, un parasite de 1’abeille locale
(Harouz-cherifi et Habbi-cherifi, 2015).

L’huile essentielle du Rosmarinus officinalis L. utilisée comme bio insecticide pour la
lutte antivectorielle (Aedes aegypti), vecteur principale de la dengue. (Duarte et al.,
2015)

En cosmétique

v

v

Des Shampooings a base d’huile essentielle du romarin traitant contre le cuir chevelu
gras. (Soizic, 2016)

L’extrait de feuille de Rosmarinus officinalis améliore la repousse des cheveux.
(Kazuyaet al., 2012)

20



Chapitre I : Géneéralités

En industrie

v Antioxydant dans la fabrication des produits a base de viande. (Zoubiri, 2000)

1.1.6. Composition chimique.

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, 2013)

Afin de déterminer la composition chimique des feuilles et sommités fleuries de Romarin,
Leplat (2017) a effectué un relevé a partir de plusieurs études qui ont été regroupé dans le
tableau2 (annexe A). Il a pu ainsi calculer des valeurs moyennes pour les molécules les plus
souvent citées.

¢+ acides phénols.
- acide rosmarinique : 1,7-2,83% en moyenne

- acide caféique : cité (= aucune valeur précisée) associé avec l'acide chlorogénique

7
A X4

diterpenes phéenoliques tricycliques .

acide carnos(ol)ique = 0,35%

carnosol = picrosalvine : cité (valeur variable, jusqu'a 4,6% ou majoritaire)

rosmanol : cité

rosmadial : cité

L)

% Triterpenes.
- acide ursolique : 2-4% en moyenne et 5% de dérivés de I'acide ursolique
- acide oléanolique : = 10%
- o- et B-amyrines : citées

% flavones méthylées.

- lutéoline : citée

- genkwanine : citée

e

AS

huile essentielle (monoterpenes).

- o-pinene : 3,48-27,1% en moyenne

- 1,8-cinéole : 12,84-42,9% en moyenne
- camphre : 10,22-31,4% en moyenne

- bornéol libre et estérifié : cites

- camphene : 3,53-9,8% en moyenne
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Chapitre I : Géneéralités

1.2. Généralités sur les métabolites secondaires.
Les métabolites secondaires ne sont pas également repartis au sein de la plante. Ils sont
typiquement produits dans un organe, tissu ou type cellulaire spécifique a des stades
particuliers du développement (par exemple durant le développement de la fleur, du fruit, de

la graine ou de la plantule).

Les métabolites secondaires (figure4) sont produits a différents endroits de la cellule, mais ils
sont emmagasines surtout dans les vacuoles. En outre, leur concentration dans la plante varie
souvent dans de grandes proportions au cours d'une période de 24 h. Les trois classes
principales de métabolites secondaires chez les plantes sont les alcaloides, les terpénoides et

les substances phénoliques. (Susan et al., 2014)

Voie des (P)
pentoses Glycolyse
Erythrose-4-(F) (P)-énol pyruvate

)

— Acide protocatéchigue

Voie de l'acide ,--""" ] Tanins
shikimique _.-l Acide gatlique Hmmam
Alcaloides
Typtophans K

[ > lanine ] Acide 3-indole-acébque (IAA)
Acide 4 -0OH- cinnambique _—
(Acide [3- coumnarique) l.{pAL:)- .
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‘/Aclde cinnamique——————a= Flavonoides \ Tanins
Couwmarine * condenses
{Acide - coumarigue)

Acide férubique

Lignine

Figure 4: les principales voies de la biosynthese des métabolites secondaires (Hopkins, 2003)

1.2.1. Les composés phénoliques.
Les substances phénoliques englobent une vaste gamme de composes possédant tous un
groupement hydroxyle (—OH) attache a un cycle aromatique (un anneau de six carbones avec
trois doubles liaisons). Elles sont présentes dans presque toutes les plantes et I’on sait qu’elles

s’accumulent dans toutes les parties de 1’organisme (racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits).
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Bien qu’il soit le groupe le plus étudie de metabolites secondaires, la fonction de beaucoup de

produits phénoliques reste encore inconnue. (Susan et al., 2014)

1.2.1.1.Les flavonoides.

Sont des pigments solubles dans 1’eau, présents dans les vacuoles ; ils constituent le plus
grand groupe de composes phénoliques chez les plantes).Les flavonoides sont tres répandus et
repartis en plusieurs classes, comme les anthocyanes, les flavones et les flavonoides. (Susan
etal., 2014).

1.2.1.2.Les tannins.
Composés phénoliques présents a des concentrations relativement élevées dans les feuilles de
plantes ligneuses trés diverses. Les tannins sont isoles dans les vacuoles, les autres
composants de la cellule étant ainsi protéges. (Susan et al., 2014)

1.2.1.3.Les lignines.
Contrairement aux autres composes phénoliques, les lignines se déposent dans la paroi
cellulaire et non dans la vacuole. Apres la cellulose, les lignines constituent le composé
organique le plus abondant sur terre ; ce sont des polyméres formes de trois types de
monomeres : le p-coumaryle, le coniferyle et les alcools sinapiques. La lignine est surtout
importante pour la résistance a la compression et la rigidité qu’elle confére a la paroi

cellulaire. (Susan et al., 2014)

1.2.1.4.1’acide salicylique.
Principe actif de I’aspirine (figureb) et (figure6), s’est d’abord fait connaitre par ses

propriétés analgésiques, qui calmaient la douleur en utilisant une infusion d’écorce de saule
(Salix alba). (Susan et al., 2014)

O
N OH S O—IL!—CH:
=~ "~ C—OH =~ Cc—OH

] !
Figure 5 : acide salicylique Figure 6 : acide acétylsalicylique
(Susan et al., 2014) (aspirine) (Susan et al., 2014)
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1.2.2. Les composés terpéniques.

Les terpénoides, appelés aussi terpenes, existent chez toutes les plantes et représentent de
loin la plus vaste catégorie de métabolites secondaires. Le terpénoides le plus simple est un
hydrocarbure, 1’isopréne (C5H8). On peut classer tous les terpénoides en fonction du nombre
de leurs unités isoprene. Les Monotérpenoides, avec deux unités isopréne, les
sesquitérpenoides (trois unités) et les Ditérpenoides (quatre unités terpéne) sont des catégories
usuelles. Une méme plante peut synthétiser beaucoup de terpénoides différents a différents
endroits de I’organisme, dans des buts différents et a des stades différents de son

développement. (Susan et al., 2014)

1.2.2.1.L’isopreéne.

Lui-méme est émis en quantités importantes par les feuilles de beaucoup d’espéces végétales.
L’isopréne (figure 7), qui n’est émis qu’a la lumiére, est synthétisé dans les chloroplastes a
partir du dioxyde de carbone peu apreés la conversion de celui-ci en composes organiques par
la photosyntheése. (Susan et al., 2014)

CHa
;;l_- CHa3
AN
HaC CH

Isopréne (CsHg)

Figure 7:structure de base d'isopréne (Susan et al., 2014)

1.2.2.2.Monotérpenoides et de sesquitérpenoides.
Sont appelés huiles essentielles produites par les feuilles de certaines plantes éloignent les
herbivores ; certaines les protegent des attaques par les champignons parasites et les bacteéries;
on sait que d’autres sont allelopathiques. Les terpénoides des parfums floraux attirent les
insectes pollinisateurs vers les fleurs. (Susan et al., 2014)

1.2.2.3.Ditérpenoides.
Le taxol est un Ditérpenoides trés intéressant en raison de ses propriétés anticancéreuses. On
a montre qu’il réduit les cancers de 1’ovaire et du sein. (Susan et al., 2014)

1.2.3. Les alcaloides.

Sont des composés azotés alcalins (figure 8), parmi lesquels la morphine, la cocaine, la

caféine, la nicotine et l'atropine Les alcaloides figurent parmi les substances les plus
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importantes pour leurs propriétés pharmacologiques et médicinales. L'intérét qu'on leur a
porté reposait traditionnellement sur leur action physiologique et psychologique
particulierement violente chez I'nomme. (Susan et al.,2014)

Le premier alcaloide identifié-en 1806 fut la morphine, qui provient du pavot (Papaver
somniferum). Il est actuellement utilisé en médecine comme analgésique (pour calmer la

douleur) et pour contréler la toux. (Leplat, 2017)

HO

o cng
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(c) caféine
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CH, A CHs
(b) Cocaine (d) Nicotine

Figure 8 : Quelques alcaloides physiologiquement actifs. (Susan et al.,2014)

1.3. Généralités sur les tissus des vegétaux.
Il existe deux types de tissus, les tissus primaires et secondaires.

1.3.1. Tissus primaires.

IIs sont issus du méristéme primaire, généralement localisés dans le bourgeon apicale de la

plante .on peut distinguer :

e Parenchymes : relativement peu structurés et simples du point de vue cytologique, ils
n’en assurent pas moins des fonctions essentielles a la vie de la plante telles que la

photosynthése et le stockage des réserves. Deux types de parenchymes existent :

- Les parenchymes chlorophylliens se trouvent dans les organes aériens — surtout dans le

limbe des feuilles.
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-Les parenchymes de réserve sont généralement abondants dans les organes souterrains

(racine, rhizome).

Epiderme : L’épiderme est une assise continue de cellules qui recouvre les rameaux
feuillés (tiges et feuilles) et fournit une protection contre la dessiccation et les
agressions extérieures de toutes sortes. Il comporte des cellules épidermiques et les
cellules stomatiques.

Collenchyme : C’est le tissu de soutien des organes jeunes et en croissance. Il se
forme trés précocement en position périphérique, généralement par cloisonnements
périclines de cellules sous-épidermiques, il est en méme temps extensible et permet
I’¢longation de I’organe.

Sclérenchyme : c’est un ensemble assez divers de cellules de soutien ou sclérocytes
ayant en commun la propriété d’élaborer un type particulier de paroi qui leur confére
une grande dureté.

Tissus conducteurs : Le xyleme et le phloéme sont étroitement associés du point de
vue ontogénique, anatomique et physiologique ; ils forment le systéme vasculaire qui

assure les corrélations entre les différentes parties de la plante.

- Le xyléme assure le transport de la séve minérale ou seve brute.

-Le phloéme permet le déplacement de la séve élaborée. (Ronald et al., 2008)

1.3.2 Tissus secondaires.

IIs sont issues de 2 types de méristemes secondaires le cambium et le phellogéne.

Cambium : II produit des tissus conducteurs secondaires qui s’ajoutent directement
aux éléments primaires : le liber ou phloéme secondaire vers 1’extérieur, et le bois ou
xyléme secondaire vers 1’intérieur.

Le phellogéne ou zone géneratrice subéro-phellodermique adapte la structure de
I’écorce a cet accroissement interne. Il produit du suber, ou liége, vers 1’extérieur et du

phelloderme vers I’intérieur.

Ces deux tissus constituent un revétement d’origine secondaire ou périderme. (Ronald et al.,

2008)
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Chapitre II : Matériel et Méthodes

La présente étude est basée sur les de travaux de recherche réalisés par Outaleb (2010) sur
I’espéce Rosmarinus officinalis L. Elle a pour objectif d’évaluer la variabilité histologique,
phytochimique des extraits aqueux de Rosmarinus officinalis L.,issus de trois régions
d’Algérie.

11.1. Matériel végétal.

Le romarin (Rosmarinus officinalis), de plusieurs régions du monde a montré de multiples
propriétés bioactives qui seraient intéressantes de comparer a celles du romarin d’ Algérie.

Le matériel végétal qui a fait I’objet de cette étude constitué de trois écotypes de romarin
(Rosmarinus officinalis), collectés au mois de Mars de différentes régions (tableau 3 et

figure 9) qui sont :

~Ecole Nationale Supérieure Agronomique ENSA (Alger).
~Tablat (Médéa), poussant a 1’état spontané.

#Beni yenni (Tizi Ouzou), poussant a 1’état spontané.

Tableau 3:caractéristique de chaque région

Région Altitude | Latitude @ Longitude @ Etage Type de sol

(m) Nord Est bioclimatique
ENSA 48 36°,43° 3°, 08’ Subhumidea  Sol limono-argileux
(Alger) hiver tempéré  avec un faible taux

de calcaire et riche
en matiére organique

Tablat 450 36°.24° 3°,19° Subhumide a | Sol pauvre insaturé a
(Médéa) hiver tempéré | teneur faible en
calcaire et

moyennement riche
en matiere organique

en surface
Beni 835 36°,39° 4°24° Subhumide a  Sol essentiellement
yenni hiver tempéré  calcaire recouvert
(Tizi d’une mince couche
Ouzou) d’argile et d’humus
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= =

Mauritania

Mali Niger . Ben yenni
& Tablat
@ ENsA
Figure 9:localisation des trois régions de récolte (Outaleb, 2010) J

11.2. Méthodes.
11.2.1. Technique d’étude histologique.
Des coupes histologiques ont été effectuées sur les feuilles et les tiges de Rosmarinus
officinalis L., au niveau du département de Botanique de I’Ecole Nationale Supérieure
Agronomique d’Alger selon la méthode de Deysson(1954).
Les coupes ont été réalisées sur la moelle de surecau a main levée dans le but d’avoir des
coupes transversales trés fines. Ces derniéres sont ensuite passées dans une série de bains

ayant des solutions différentes selon le protocole ci-dessous :

% Bain n°l : solution d’hypochlorite de sodium a 12° pendant 20 mn, afin de vider les
cellules de leur contenu et de garder ainsi que les parois.

& Bain n°2 : Eau distillée pendant 1 a 5 mn afin de stopper I’effet de I’hypochlorite de
sodium.

% Bain n°3 : Acide acétique a 5% pendant 5mn, contribue aussi a stopper I’effet de
I’hypochlorite de sodium et permet de préparer les coupes a la coloration.

Bain n°4 : Eau distillée pendant 1 a 5mn afin de stopper I’effet de 1’acide acétique.

&(

Bain n°5 : Coloration dans du carmino-vert pendant 1mn, ce qui donne un aspect rose

@

pour les parois cellulosiques et une coloration verte pour les parties lignifiées.

% Bain n°6: Eau distillée.
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Les coupes sont montées dans une goutte d’eau distillée entre lame et lamelle est observées
immédiatement au microscope photonique de marque AUS JENA JENALUMAR doté d’un
appareil photo.

Plusieurs coupes ont été observées et les plus intéressantes ont eté photographiées.

11.2.2 Caractérisation phytochimique des extraits aqueux de la plante.

11.2.2.1. Préparation d’extraits éthanoliques des trois écotypes.

Les extraits éthanoliques ont été¢ obtenus en utilisant la méthode de Soxhlet (I’extraction
solide-liquide) au niveau du laboratoire de chimie de I’Ecole Nationale Supérieure

Agronomique.

Mode opératoire

= Les feuilles, fleurs et les tiges des échantillons étudiées ont été broyés et réduits en
poudre fine.

= 20g de la poudre obtenue ont été placés dans une cartouche et ont été extraits avec 300
ml d’éthanol sous réfrigérant a reflux (pendant 6 heures). L’expérience est répétée
jusqu'a ce que le solvant obtenu soit incolore.

= Apres D’extraction, le solvant riche en substances extraites, a été récupéré dans un
ballon et passé au rotavapor afin d’évaporer le solvant.

= L’extrait ainsi récupéré a été placé dans un dessiccateur, pesé et conservé a 4-6°C. Le

rendement en extrait éthanolique est calculé selon la formule suivante :
Taux de la matiére extraite (%) = [(P1-P0)/E]*100
Avec : P1 .Poids du ballon aprés évaporation du solvant (g)
PO. Poids du ballon vide (g)

E. Poids de I’échantillon (poudre) (g).
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11.2.2.2 Dosage des composes phénoliques des extraits de romarin.

+¢ Dosage des polyphénols.

La teneur en composés phénoliques est évaluée selon la méthode Folin-ciocalteu décrite par

Singleton et al. (1999) utilisant 1’acide gallique comme standard.
Mode opératoire

Un volume de 0,25ml d’extrait dilué est mélangé a 1,25 ml de réactif de Folin-ciocalteu.
Apres 3 minutes de temps de réaction du mélange, 1ml de la solution de carbonate de sodium
(Na2CO3) a une concentration de 75g/1 est ajouté. Apres 30 minutes a 1’abri de la lumiére et a
Température ambiante, I’absorbance est lue a 765 nm. L’expérience est répétée trois fois pour

chaque concentration d’extrait.
¢ Dosage des flavonoides.

La teneur en flavonoides est estimée selon la méthode au trichlorure d'aluminium (AICI3)
modifiée Lamaison et Carnet (1990).

La méme procédure est appliquée au standard d’acide gallique. Ainsi la concentration en
composés phénoliques totaux est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage de I’acide

gallique et sera exprimée en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait.
Mode opératoire

Iml de P’extrait dilué est ajouté a 1ml de la solution de chlorure d’aluminium. Apres lheure
d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 420 nm. Cette expérience est

répétée trois fois.

La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage obtenue en

utilisant la quercétine et sera exprimée en mg d’équivalant quercétine par g d’extrait.
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Chapitre III : Résultats et discussion

I11.1. Résultats de I’étude histologique.

L’observation des coupes histologiques réalisées par Outaleb (2010) sur les feuilles et les
tiges de romarin révele la présence de 3 types de poils; les poils técteurs, sécréteurs
(figurel0) et glandulaires (figure 12) et schématisés par les figures (11,13).

Essence

\Cellule
secrétrices

Base dun poil Epiderme

tecteur]

-

(PS) et técteurs (PT) observee au microscope
photonique (Gr. :x160).

A

Figurel0: coupe transversale de la feuille de romarin\

mettant en évidence la présence de poils sécréteurs

Figure 11:schéma d'un poil sécréteur
et técteur (Camefort, 1972).

)

Figure 12:coupe transversale de la feuille de
romarin mettant en évidence la présence d’un poil
glandulaire(PG) observée au microscope photonique
(Gr. :x160).
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Figure 13: Schéma d’un poil glandulaire

(Stahl-Biskup, 2002)
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Figure 14:coupe transversale de la tige de romarin mettant en
évidence la présence d'un poil técteur, sécréteur et glandulaire
observée au microscope photonique (Gr. X 80).

Selon Wagner et al., (2004), seuls les poils glandulaires et sécréteurs ont 1’aptitude de
biosynthétiser, sécréter et séquestrer les huiles essentielles en quantité significative. Ces types
de poils sont beaucoup plus répandus et plus denses sur les feuilles que sur les tiges. C’est la
raison principale qui fait que les tiges produisent une quantité infime d’huiles essentielles par

rapport aux feuilles et aux fleurs.

D’une autre part, une étude réalisée par (Marin et al.,2005) montrent que I’analyse des
coupes anatomiques de feuilles de romarin, observées au microscope a fluorescence,
montrant une auto fluorescence jaune verdatre a la surface des feuilles et sur les poils técteurs
ont indiqué la présence de subérine ou de substances hydrophobes de type cutine
(Figurel5A). Les substances phénoliques ont montré une auto fluorescence rouge dans la téte
des poils sécréteurs peltés (Figurel5B). Les poils sécréteurs capités ont montré une auto
fluorescence jaune vif du matériau sécrété (composes principalement hydrophiles) a l'intérieur

de la cellule principale (Figurel5C).
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Figure 15: poils técteurs A, poils sécréteurs capité C et polis peltés B
des feuilles de Rosmarinus officinalis L. Observés au microscope a
fluorescence. (Marin et al.,2005)

I11.2. Résultats de la caractérisation phytochimique des extraits aqueux de la

plante.

++ Rendement en extraits.

Les résultats du rendement en extraits de Rosmarinus officinalis Obtenu par Outaleb (2010)
dans les différentes régions étudiées sont mentionnés dans le tableau 4 et figure 16.

Tableau 4:Rendement en extrait de romarin des trois regions étudiés

Région Rendement (%0)
ENSA 39,6

Tablat 20,55

Beni Yenni 22,61
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D’apres les résultats consignés dans le tableau4, on constate que le rendement en extraits du
Romarin (Rosmarinus officinalis L.) difféere d’une région a une autre. Ces différences
indiquent que la composition de ’extrait végétale étudié est influencée par la présence de
divers facteurs tels que les facteurs pédoclimatique (I’altitude, 1’exposition, le climat) et les

conditions expérimentales, les conditions de récolte. (Outaleb, 2010)

40,00%

35,00% -

30,00% -
B R.ENSA

0, -
25,00% u R Tablat

20,00% - = R.Beni Yenni
15,00% -

Pourcentage %

10,00% -

5,00% -

0,00% f

Figure 16 : Le rendement en extraits de Rosmarinus officinalis L.des trois régions.

% Teneur en phénols totaux

Les résultats du dosage des phénols totaux des différents écotypes étudiés sont représentés
dans le tableau 5 et figure 18 .La détermination des phénols se font par la méthode
colorimétrique de Folin ciocalteu, en utilisant la courbe d’étalonnage obtenue avec 1’acide

gallique qui est représentée par la (figure 17).
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y=10.451x-0.2311
R2=0.9973
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Figure 17 : courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Les analyses quantitatives des phénols totaux, ont été déterminées a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage (figure 17), tracée en utilisant l'acide gallique

comme standard. Les valeurs obtenues sont exprimées en mg equivalent.acide gallique/g.

Tableau 5: teneurs en phénols totaux des différents extraits

Extraits Teneurs en phénol totaux (mg
eq.ag/g)*

R.ENSA 462,7

R.Tablat 372,73

R.Beni Yenni 408,62

*mg équivalent d’acide gallique /g d’extrait
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Figure 18:Teneur en phénol totaux

Les résultats du dosage des phénols totaux ont permis d’enregistrer de fortes teneurs pour
I’ensemble des extraits étudiés, avec cependant des différences notables. Ainsi I’extrait du
romarin de I’ENSA se distingue par la plus forte teneur en phénols totaux (462,7 mg eg.ag /g
d’extrait) suivi par celui du romarin de Beni Yenni (408,62 mg eq.ag /g d’extrait) et le

romarin de Tablat (372,73 mg eq.ag /g d’extrait).

Comme cela a été démontré dans diverses études Saenz-Lopez et al., (2002); Samotyja et
Malecka, (2007), la forte teneur en phénols totaux des extraits de romarin est attribuée aux
proportions importantes de certains composés phénoliques de cette plante tels que (I’acide
carnosique, le carnosol, ’acide rosmarinique, le rosmanol et 1’epirosmanol). Les variations
importantes des teneurs en phénols totaux du romarin de différentes provenances
s’expliquerait, en plus de 1’aspect purement génétique, par des facteurs environnementaux tels
que(le climat, [P’altitude, 1’exposition etc....), qui influenceraient directement sur le
métabolisme de la production des composes phénoliques (métabolites secondaires) cité
précédemment (Wojdylo et al., 2007 ; Yesil Celiktas et al., 2007).

Il faut cependant noter, qu’en plus des facteurs intrinséques a la plante influengant la teneur
en phénols totaux, les conditions et les méthodes d’extraction affectent directement la

concentration finale en composés phénoliques (Albu et al., 2004 ; Wada et al., 2004 ).
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A titre d’exemple, les extraits aqueux et méthanoliques issus de romarin traité dans les
mémes conditions que les nétres (feuilles séchées, méthode d’extraction) ont des teneurs en

phénols totaux de 185 mg eq.ag /g (Dorman et al., 2003).

Les mémes teneurs en phénols totaux sont observées pour des extraits méthanoliques
obtenus avec des feuilles séchées dont les extraits bruts sont prétraités avec un procédé

incluant I’acide chlorhydrique (Kosar et al., 2005).

La teneur en phénols totaux des extraits de romarin obtenue a partir des feuilles fraiches est la

plus faible enregistrée avec environ 2,19 mg eq.ag /g (Zheng et Wang, 2001).
% Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a ¢été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium en
utilisant la courbe d’étalonnage établie pour la quercitrine et représentée par (figurel9).les

résultats sont mentionné dans le tableau 6 et figure 20.
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Figure 19:Courbe d'étalonnage de la quercetine
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Tableau 6: Teneur en flavonoides des différents extraits de romarin

Ecotypes Teneurs en flavonoides (mg eq. qgr /g
extrait)*

ENSA 54,75

Tablat 38,14

Beni Yenni 45,17

* mg équivalent de quercitine /g d’extrait

60 1

@ R.ENSA
H R.Tablat

30 - M R.Beni Yenni

mg.eq qr/g

20 -

10 A

Figure20:teneur en flavonoides des extraits

Les résultats du dosage des flavonoides (figure 20) des trois extraits étudiés révelent de fortes
teneurs en flavonoides avec une méme hiérarchisation des teneurs que celles obtenues pour
les phénols totaux (54,75mg eq. qr /g d’extrait pour le romarin de ’ENSA, 45,17 mg eq. qr /g
d’extrait pour le romarin de Beni Yenni et 38,14 mg eq. qr /g d’extrait pour le romarin de

Tablat.

Les flavonoides sont considérés comme une sous classe des composés phénoliques, il est par
conséquent logique que la teneur en phénols totaux des extraits soit directement reliée a leur

teneur en flavonoides.
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Chapitre III : Résultats et discussion

On note cependant, que méme si la teneur en phénols totaux est largement supérieure a celle
décrite par Dorman et al., (2003), Chen et al., (2007), la proportion en flavonoides ne

représente que 25% environ des phénols totaux, alors que ces mémes auteurs enregistrent des
proportions supérieures a 50%.
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Conclusion



Conclusion

Le romarin (Rosmarinus officinalis L) est un arbuste largement répandu et abondant dans
notre pays et dans le reste du basin méditerranéen. Pour une meilleure connaissance de cette
plante du point de vue de sa composition chimique et son anatomie. A cet effet et afin
d’évaluer I’influence de I’origine géographique, nous sommes intéressés a la détermination de
la composition chimique d’extrait du romarin issus de trois régions d’Algérie : Alger (ENSA),

Medea (Tablat) et Tizi Ouzou (Beni Yenni), ainsi qu’a 1’étude histologique.

Par cette étude, nous avons pu mettre en évidence I’existence d’une variabilité anatomique et

phytochimique.

Dans la premiére partie du travail, 1’étude histologique au microscope photonique des tiges et

feuilles de romarin, révéle la présence de poils sécréteurs, técteurs et glandulaires.

En ce qui concerne le rendement en extraits obtenus par soxhlet, le romarin de I’ENSA
enregistre le plus grand rendement (39,6%), suivi par le romarin de Beni Yenni et Tablat
(22,61% et 20,55% respectivement).

Dans la seconde partie, L’évaluation de la teneur en phénols totaux des extraits, nous a
permise d’enregistrer le plus fort taux pour I’extrait du romarin de I’ENSA (462,7mg eg.ag/g),
suivi par P’extrait du romarin de Beni Yenni et de Tablat (408,62 et 372,73 mg eq.ag/g
respectivement).

Le dosage des flavonoides de ces mémes extraits revele une teneur de 54,75 mg eq.qr/g pour
I’extrait du romarin de I’ENSA, 45,17 mg eq. qr/g pour I’extrait du romarin de Beni Yenni et
38,14mg eq. qr/g pour I’extrait du romarin de Tablat.

En outre, et de fagcon générale I’ensemble des paramétres considérés pour les extraits de
romarin lors de cette étude, démontrent leur grande dépendance vis-a-vis de leur origine et
par conséquent des facteurs environnementaux, pédoclimatiques et autres facteurs

intrinseques a la plante (génétique, age et stade physiologique).
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Glossaire

Akene : est un fruit sec, indéhiscent a graine unique dont le péricarpe plus ou moins

sclérifié, n'est pas soudé a la graine.

Androcée : est I'appareil reproducteur male de la fleur, c'est-a-dire I'ensemble des étamines.
Calice : verticille externe du périanthe d'une fleur, c'est I'ensemble des sépales.

Capite: qualifie un organe globuleux terminant une partie plus fine.

Corolle : désigne la partie de la fleur formée par I'ensemble de ses pétales

Cyme : inflorescence définie dans laquelle le bourgeon terminal venant a fleur, sont des

bourgeons latéraux que reprennent la croissance avant de passer a fleur.

Décussé : qualifie des éléments disposés en croix. En botanique ce terme s'applique a des

paires de feuilles opposées disposées perpendiculairement a chaque noeud.

Exalbuminé : qualifie une graine dans laquelle l'albumen a disparu, remplacé en général par

les cotylédons remplis de réserves.
Glomérule : inflorescence globuleuse formée de fleurs subsessiles.
Gynécée : Ensemble des organes femelles d’une fleur, c’est-a-dire des carpelles.

Hermaphrodite : qualifie une fleur possédant a la fois des étamines et des carpelles

fonctionnels.

Inflorescence : disposition de I'ensemble des fleurs d'un individu.

Pelté : qualifie un organe (une feuille en général) orbiculaire et fixé par son centre.
Poil sécréteur : comportant une ou plusieurs cellules sécrétrices.

Poil técteur : dépourvu de cellule(s) sécrétrice(s).

Sessile : qualifie tout organe (feuille, fleur) dépourvu de pétiole ou de pédoncule.

Tige quadrangulaire : qui présente un section a quatre angles.

Zygomorphe : Se dit d’une fleur dont la symétrie est le plus souvent bilatérale. (Rolland,
2007)
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Annexe A :

Tableau 2:composition chimique de Rosmarinus officinalis:synthése de plusieurs articles

scientifiques
References [6] B | M| [ 1Y [36] [37] 1 | [ 9] moyEne
molecules
Patiedelaplae | F | Somd |Somf | Somfl F F 3 F F Som 4.
Som. E
Acide cite ot | oot | 23% ci cite LD | ot L3 L1-283%
rosmariaiqe
Acide cafeiqe | cite cife cité (avec acude it | e (avee acide cife
chlorogémque) chlorognique)
Genkwanine cité e | ci cité Cité cité
Lutéoline cife cife cité cité cité cite cifé
Acde cite e | ct cite cité (majoritare) | =033% | 033% cfe cité (20,35%)
carnos{ol uque
Carmosol cite Gt | oo | sl Citt (majoritaire) | cifé ctt | usquadh | citt (majoritaire)
48% (jusqu'a 4,6%)
Rosmanol cife cife cife cite cife cité cité cite cife
Rosmadal cite e | océ cite tite cite cifé
Actde ursolique | cit Pode | e L4 cit ctt | Pode 1% 14 (Yo de
dermves derives derives)
Acide oléanolique e | =10% | afe Cife e | =10% (ite cite (=10%)
0- f f-amyrines e | cite cite cite cifé
-pinee cite 023% | 1923% | 1434% | o« cite 5% | 015% JALIT %
| $-cinéole cité 530 | 2050% | 12445% | cit cité 360% | 13-30% [28442%%
Camphre cite 525% | 10-23% | 1014% | cit cite 15T% | 15-23% 1022:31.38%
Bomeollibre | cféfnon | cé(mon | citt | If%fpon | 03156% | cié(on | ctf(oonspecifie) | 118% | 10-13%
specifie) | specte) specifie) | (nonspecife) | specife) (on it
spécifie) *
Bormeol esterife cite H0%
Canphene M0 | 0893% | cit cite 510% 3.539.83%




