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Résumeé :

L’impact du stress oxydatif et de la perturbation du systéme immunitaire est de plus en plus
reconnu dans la genése de nombreuses maladies. Ce probléme a stimulé un intérét accru pour
1’étude des plantes médicinales contenant des molécules aux propriétés biologiques. Cette étude
a pour objectif d’évaluer I’activité antioxydante et I’impact des plantes Rosmarinus officinalis
et Syzygium aromaticum sur la modulation du systéme immunitaire, afin de mieux comprendre
leur potentiel thérapeutique.

Les extraits aqueux de ces plantes ont été préparés et soumis a différents tests in vitro et in
vivo. Une analyse quantitative basée sur le dosage des polyphénols totaux, flavonoides, et des
tanins a révélé une richesse remarquable en composés bioactifs pour la plante Syzygium
aromaticum dont les valeurs sont: polyphénols totaux (73.62+10.7), les flavonoides
(13.88+2.9) et les tanins (0.017+0.001) surpassant largement celle de Rosmarinus officinalis
dont Is valeurs sont : polyphénols totaux (71.8 £12.6), les flavonoides (8.42+0.9) et les tanins
(0.014+0.001).

L’¢évaluation du potentiel antioxydant a été effectuée par deux méthodes in vitro : FRAP,
DPPH. Les données obtenues soulignent le potentiel antioxydant important de la plante
Syzygium aromaticum justifiant son intérét dans la prévention des désordres liés au stress
oxydatif. Cette activité est attribuée probablement a sa richesse en composés phénoliques.

In vivo, I’effet immunomodulateur de Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum a été
évalué a I’aide d’un modele murin. Les extraits aqueux des deux plantes ont été administrés a
des souris a deux doses distinctes (25 mg/kg et 50 mg/kg). L’évaluation portée sur I’activité
phagocytaire, t/2 et le poids des organes actifs suggeére que le girofle posséde un effet
immunomodulateur plus puissant.

En conclusion, la plante médicinale Syzygium aromaticum semble plus efficace que
Rosmarinus officinalis en raison de sa capacité antioxydante accrue et son role notable dans la
régulation des réponses immunitaires et sa richesse en composés actifs, tout cela rend la plante
prometteuse pour I’usage thérapeutique.

Mots clé :

Stress oxydatif, Polyphénols totaux, Flavonoides, Tanins, Effet immunomodulateur,
Antioxydante, Rosmarinus officinalis, Syzygium aromaticum, Composés actifs.



Abstract:

The impact of oxidative stress and immune system dysfunction is increasingly recognized in
the development of various diseases. This concern has stimulated growing interest in studying
medicinal plants containing bioactive molecules. The aim of this study is to assess the
antioxidant activity and the immunomodulatory effect of Rosmarinus officinalis and Syzygium
aromaticum, in order to better understand their therapeutic potential.

Aqueous extracts of both plants were prepared and subjected to various in vitro and in vivo
tests. Quantitative analysis based on the measurement of total polyphenols, flavonoids, and
tannins revealed a remarkable richness in bioactive compounds in Syzygium aromaticum, with
values as follows: total polyphenols (73.62+10.7), flavonoids (13.88+2.9), and tannins
(0.017+0.001), clearly surpassing those of Rosmarinus officinalis: total polyphenols (71.8
+12.6), flavonoids (8.42+0.9), and tannins (0.014+0.001).

Antioxidant potential was evaluated using two in vitro methods: FRAP and DPPH. The obtained
data highlight the strong antioxidant capacity of Syzygium aromaticum, justifying its relevance
in preventing disorders related to oxidative stress. This activity is likely due to its high content
of phenolic compounds.

In in vivo experiments, the immunomodulatory effect of both Rosmarinus officinalis and
Syzygium aromaticum was evaluated using a murine model. Aqueous extracts were
administered to mice at two different doses (25 mg/kg and 50 mg/kg). The evaluation of
phagocytic activity, half-life, and the weight of immune organs suggests that Syzygium
aromaticum exhibits a more potent immunomodulatory effect.

In conclusion, Syzygium aromaticum appears to be more effective than Rosmarinus officinalis,
due to its enhanced antioxidant capacity, notable role in immune response regulation, and
richness in active compounds, making it a promising candidate for therapeutic use.

Keywords:

Oxidative stress, Total polyphenols, Flavonoids, Tannins, Immunomodulatory effect,
Antioxidant, Rosmarinus officinalis, Syzygium aromaticum, Active compounds.
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IC50 : concentration d’inhibition a 50 %.

mg /ml : Milligramme/ Millilitre.

Mg/kg : Milligramme/ Kilogramme.

R-25mg/kg : Rosmarinus officinalis 25(mg/kg).

R-50mg/kg : Rosmarinus officinalis 50(mg/kg).

G-25mg/kg : Syzygium aromaticum 25(mg/kg).

G-50mg/kg : Syzygium aromaticum 50(mg/kg).

ug EAG/mg : Microgrammes d’équivalent acide gallique par milligramme.
mg EQ/g : Milligrammes d'équivalent quercétine par gramme.

pg/ml : Microgrammes par millilitre.

TNF : Facteur de Nécrose Tumorale.

PGE-2 : Prostaglandine E2.

COX-2 : Cyclooxygénase-2.

d'TFN-y : Interféron gamma.

TGF-p : Facteur de croissance transformant béta.

ASAT : Aspartate Aminotransférase.

ALAT : Alanine Aminotransférase.

PAL : Phosphatase Alcaline.

GR : Glutathione Réductase.

GST : Glutathion-S-Transférase.

PC : Cyclophosphamide.

AICI3: Trichlorure d’aluminium

GBIF: The Global Biodiversity Information Facility
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Introduction générale

En biologie, la production d'espéces réactives de l'oxygene (ERO) est un processus
physiologique régulé, mais lorsqu’elle devient excessive, elle entraine un stress oxydatif (SO),
c’est-a-dire un déséquilibre entre la production de radicaux et les défenses antioxydants de
I’organisme (Juan ef al.,2021). Parmi ces défenses, on distingue les antioxydants non
enzymatiques (caroténoides, tocophérols, polyphénols, glutathion) et enzymatique telles que la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPX). Une
accumulation prolongée d’ERO dans les cellules peut causer une production en chaine, touchant
gravement les protéines, lipides et les acides nucléiques (BeSlo et al., 2023 ; Wu et al., 2013).

D’autre part, le systéme immunitaire humain joue un role fondamental dans la protection
contre les agents pathogénes. La modulation de la réponse immunitaire représente donc une
voie thérapeutique potentielle dans le traitement de diverses pathologies liées a
I’immunodéficience (Khodadadi, 2015). C’est pourquoi les immunomodulateurs naturels, en
particulier ceux d’origine végétale, sont de plus en plus considérés comme des alternatives
prometteuses (Jantanet al., 2019 ; Parveen et al., 2021). La phytothérapie, utilisée depuis
I’ Antiquité, reste aujourd’hui un pilier de la médecine traditionnelle, utilisant les plantes sous
forme d’infusions, d’extraits ou de préparations pharmaceutiques contenant des composés actifs
(Andrade et al., 2018).

L’ Algérie, en particulier, posséde une biodiversité floristique remarquable, comprenant
environ 4000 taxons, 917 genres et 131 familles (Benarba ef Belhouala, 2021). Parmi ces
plantes, on retrouve le romarin (Rosmarinus officinalis), une espece de la famille des
Lamiacées, connue pour sa richesse en polyphénols et ses activités antioxydantes (Botsoglou
et al., 2010 ; Beninca et al., 2011). De plus, les contenus polyphénoliques de L'extrait de RM
contribuent au renforcement global de la réponse immunitaire (Collett et al., 2004,
Kunnumakkara et al., 2007). Une autre plante médicinale d’intérét est le clou de girofle
(Syzygium aromaticum), appartenant a la famille des Myrtacées. Cette plante, particulierement
riche en eugénol, présente une forte activité¢ antioxydante, comparable a celle des antioxydants
synthétiques (Mittal et al.,2014).

L’étude des plantes médicinales aux propriétés antioxydantes et immunomodulatrices
représente un enjeu de recherche fondamental. C’est dans cette optique que s’inscrit notre
travail, qui vise a explorer le potentiel antioxydant des Rosmarinus officinalis et Syzygium
Aromaticum in vitro et leur capacité a moduler la réponse immunitaire in vivo.

Afin de réaliser cette étude, le travail est divisé€ en quatre chapitres :

» Le premier chapitre traite le stress oxydatif et les antioxydants, ainsi que les composés
phénoliques

» Le deuxiéme chapitre est consacré a 1'étude botanique de Rosmarinus officinalis et
Syzygium Aromaticum, la classification, leur Répartition géographique, leur utilisation
traditionnelle et I’effet antioxydants et immunomodulateur.

» Deux autres chapitres comportent matériels et méthodes, les résultats et la discussion.

» Enfin, une conclusion qui résume notre travail et les résultats obtenu.
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Chapitrel Le stress oxydatif

I-Stress oxydatif:

I-1-Définition :

Le stress oxydant se caractérise par une altération de 1'équilibre entre la génération d'especes
radicalaires et les capacités antioxydants des cellules. Ce déséquilibre est engendré soit par une
surproduction d'oxydants (comme c'est souvent le cas lors du vieillissement), soit par une
réduction des capacités antioxydants (observée chez les individus obeses et les fumeurs)
(Migdal et Serres, 2011).

Pendant longtemps, les EOA ont été pergues comme des résidus toxiques issus du métabolisme
normal de l'oxygene et associés a diverses maladies. Cependant, depuis quelques années, la
génération maitrisée de radicaux libres est reconnue comme un processus essentiel de
communication cellulaire qui favorise la restauration de I'homéostasie cellulaire (Mazat et
Ransac, 2010 ; Haleng et al., 2007).

Ces déreglements métaboliques varient en fonction de 1'organe ou du type de cellule affectée,
du niveau et de la nature des produits radicaux libres, ainsi que des facteurs génétiques
particuliers a chaque individu, leur mode de vie, la situation physiopathologique et les
influences environnementales.

L ti t
Source es antioxydants

d’EOR R ——

Figure 1 : Déséquilibre de la balance entre oxydant et antioxydant. (1)

I-2-Les radicaux libres :

1-2-1-Définition :

Un radical libre est une entité chimique, qu'il s'agit d'un atome ou d'une molécule, qui renferme
un ¢électron non apparié. Ce composé, d'une stabilité trés faible, a la capacité de réagir avec les
molécules les plus stables afin d'accorder son électron (Garait, 2006).

Les espeéces oxygénées activées (EOA) englobent a la fois les espéces réactives de 'oxygene
(ERO) et les especes réactives de 1'azote (ERA) (M’cili et Melghid, 2020).
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Trois procédés conduisent a la formation de radicaux libres (Rouaki, F. 2016) :
» L'ajout d'un électron libre a une espéce non radicalaire.
» Perte d'un électron par un non-radical.

» Coupe homolytique d'un lien covalent.

Stress oxydatif

® - o
- o
— . &
- - °o
.
-
-
Cellule Cellule attaquée Cellule avec
normale par radicaux libres stress oxydatif

|

Les radicaux libres sont
causés par notre vie moderne:

Produits chimiques
(Pesticides, nettoyants, etc).

Aliments industrialisés
(Additifs, agents de conservation, etc).

Rayons UV | Tabac | Alcool
Radiation | Pollution | etc.

Figure 2 : L'affection d’une cellule saine par les radicaux libres. (2)

Il existe de trés nombreux radicaux libres, les principaux étant (Boufenghour, F., Kamah, A.
2020) :

1)  Le radical super-oxyde O2"

2)  Le peroxyde d'hydrogene H202

3)  L'ion hypochlorite C10™

4)  Le radical hydroxyle HO

5) Les radicaux peroxyde (ROO") et alkoxyle (RO"), ou R est une chaine carbonée
6)  Les radicaux dérivant d'acides gras insaturés

7)  Le peroxynitrite ONOO"

8) Le monoxyde d'azote NO*

9)  L'oxygéne singulet 'Oa.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxyde_d%27hydrogène
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hypochlorite
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydroxyle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxyde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alkoxyle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chaîne_carbonée
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_gras_insaturé
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxynitrite
https://fr.wikipedia.org/wiki/Monoxyde_d%27azote
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxygène_singulet
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[-2-2-Les types des radicaux libres :

I-2-2-1-Les radicaux libres primaires :

Provenance de l'oxygene par des réductions a un électron, comme l'anion super-oxyde O2e- et
le radical hydroxyle OHe-, ou de l'azote, tel que le monoxyde d'azote NOe (Sid et Khlifi, 2021).

I-2-2-2-Les radicaux libres secondaire :
Sont générés par l'interaction de radicaux primaires avec divers composés biochimiques a

l'intérieur de la cellule (Boufnghour et Kamah, 2020).

1-2-3-Les sources des radicaux libres :

Il existe deux sources principales de radicaux libres :

e La premieére est parfaitement naturelle et de ce fait inévitable c’est la source
endogene.

e La seconde est plus artificielle et se rapporte au phénomeéne de la pollution c’est
la source exogene.

% Sources endogénes :
e Peroxysomes :

Les peroxysomes constituant I'un des principaux lieux dans la cellule ou les radicaux libres sont
a la fois produits et capturés. Le peroxysome a un role essentiel dans la génération de peroxyde
d'hydrogeéne au niveau cellulaire, produit par les oxydases qui convertissent 1'hydrogéne des
métabolites en oxygene moléculaire. Au niveau du foie, environ 20 % de la consommation
globale d'oxygene est attribué a 1'action de I'oxydase paroxysmale (Dansen, T. B., & Wirtz, K.
W.2001).

e Réaction immunitaire :

L'inflammation est également un important générateur des radicaux libres d'oxygeénes issu
directement du complexe enzymatique NADPH oxydase des cellules phagocytaires en
activation. Cette enzyme a la capacité d'utiliser 1'oxygéne moléculaire pour générer une

Grande quantité¢ d'anions super-oxyde au niveau de la membrane cellulaire, et ce processus
favorise la phagocytose des éléments étrangers (Hininger-Favier, 2003).

En outre, les cellules inflammatoires et immunitaires ont la capacité de générer des cytokines
telles que le TNF-alpha, qui peuvent induire la production de radicaux libres par les
mitochondries des cellules cibles (Hininger-Favier, 2003).

< Sources exogenes :

Les facteurs externes sont principalement des agents pro-oxydants environnementaux comme
les pesticides, les métaux lourds, la fumée du tabac, les polluants, la poussiére (qu'elle soit
d'amiante ou de silice), ainsi que les composés résultant d'une insolation de la consommation
de certains médicaments, de I'exposition au rayonnement électromagnétique (radiation
ionisante, lumiére ultraviolette) ou suite a une insolation (FAVIER ,2003).

4
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I-3-Les antioxydants :
I-3-1-Définition :

Les antioxydants sont des substances qui peuvent contrecarrer les espéces oxydantes et
empécher leurs dommages liés a 1'oxydation. Chez une personne en bonne santé, il existe un
équilibre entre les especes réactives et les mécanismes de défense antioxydants, méme si une
accumulation progressive de dommages oxydatifs peut se produire avec l'avancée en age
(Birben E, Sahiner UM et All).

Il existe différentes formes d'antioxydants, parmi lesquelles :
*Vitamines : C, D, E, A.
* Oligo-¢léments : le zinc, le cuivre, le sélénium.

* Caroténoides : ces pigments se retrouvent principalement dans les aliments de couleur jaune
et orange.

* Polyphénols : ce sont des composés que I'on retrouve dans les aliments végétaux, tels que les
fruits et Iégumes, le thé, le vin, etc. Les tanins, abondants dans le vin et aussi dans le thé,
appartiennent a la catégorie des polyphénols.

Ces 4 dernieres trouver principalement dans les carottes les oranges ....

Figure 3 : Les alimentes riches par les antioxydants. (3)

1-3-2-Types d’antioxydants :

Il existe 2 types d’antioxydants :

» Les antioxydants endogenes : ce sont les protéines et les polypeptides produits au sein
de la cellule.

» Les antioxydants exogénes : ils sont acquis par la consommation de fruits et [égumes.
De plus, il est possible de se procurer des antioxydants via des compléments
alimentaires commercialisés.



Chapitrel Le stress oxydatif

e Les antioxydants endogénes :

Les antioxydants endogeénes sont produits par les cellules et englobent aussi bien les
antioxydants enzymatiques que non enzymatiques.
Les antioxydants enzymatiques majeurs incluent :

e La super-oxyde dismutase (SOD).

e La glutathion peroxydase (GPX).

e La catalase (CAT).
Ces enzymes antioxydants, en collaboration, luttent contre le stress oxydatif en neutralisant les
radicaux et les especes réactives avant qu'ils ne nuisent aux éléments de la cellule.
Dans toutes les cellules, I'antioxydant majeur non enzymatique est le « glutathion (GSH) » cet
antioxydant crucial non enzymatique a la capacité d'agir a la fois comme un attrape-oxydants
autonomes, mais aussi en association avec le glutathion peroxydase pour l'élimination du
peroxyde d'hydrogene (un oxydant) de la cellule.
Ensemble, les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques collaborent pour défendre les
cellules  contre les  dommages  oxydatifs causés par les  radicaux.
Il convient de souligner que la pratique réguliere d'exercices d'endurance stimule l'activité des
antioxydants enzymatiques dans les muscles squelettiques, accordant ainsi une protection
contre le stress oxydatif 1i¢ a 1'effort physique (Powers et Jackson, 2008). Ainsi, par rapport
aux individus non entrainés, les athleétes d'endurance bien préparés ont des niveaux plus
importants d'antioxydants internes dans leurs muscles squelettiques.

e Les antioxydants exogénes :

La vitamine E

Identifie au moins huit isomeéres structuraux de tocophérols ou de tocotriénols (Traber et
Stevens,2011).

L'a-tocophérol, parmi ces isomeres, est le plus connu et celui qui possede I'activité antioxydant
la plus significative (Janero, 1991).

La vitamine E, qui est liposoluble, demeure I'un des antioxydants les plus abondants dans le
monde naturel ; elle préserve les membranes cellulaires contre les agressions des radicaux
(Traber et Stevens, 2011). Bien que la vitamine E soit un piege efficace pour les radicaux, son
interaction avec ces derniers entraine une diminution de son efficacité et encourage la création
de radicaux de la vitamine.

La vitamine C « acide ascorbique »

La vitamine C étant hydrophile, elle se trouve dans le compartiment aqueux de la cellule, tel
que le cytosol.

La vitamine C, en tant qu'antioxydant, assume deux fonctions majeures :
Premiérement, la vitamine C a la capacité de neutraliser divers types de radicaux (Carr et Frei,
1999). Deuxiemement, elle occupe une place essentielle dans le processus de recyclage de la
vitamine E. Ainsi, la vitamine C et la vitamine E agissent de concert pour défendre la cellule
contre les atteintes causées par les radicaux (Traber et Stevens, 2011).

A l'instar de la vitamine E, quelques spécialistes soutiennent que des apports excessifs en
vitamine C pourraient entrainer des effets néfastes pour la santé (Herbert, 1994).


file:///C:/Users/09143858.CORPPVT/AppData/Local/Temp/Temp3_Deliverables.zip/Powers%20-%20Antioxidant%231%20SSE%20137%20FINAL%20-%2010.27.14_formatted_FR-CA.doc
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Les oligo-éléments :

Les oligo-¢léments ont un réle important, bien qu'indirect, dans la défense antioxydant des
cellules. Les oligoéléments associés aux fonctions antioxydants incluent le cuivre, le zinc, le
sélénium et le manganese. Ces minéraux participent a la protection antioxydants de 1'organisme
en jouant le role de cofacteurs pour les enzymes antioxydants (CHAPPUIS P.,1991).
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II-Les polyphénols:

II-1-Définition:

Les polyphénols représentent 1'une des substances phytochimiques les plus répandues dans le
régne végétal. Les aliments végétaux que nous consommons quotidiennement tel que les fruits,
les légumes et les graines comprennent ces produits en tant que métabolites secondaires qui
s’accumulent dans les feuilles et les fleurs .La composition des membres de la famille est
extrémement variée et complexe, avec des poids moléculaires qui varient entre 500 et 3000 Da
(Amawi et al.,2017 ; Hano ef Tungmunnithum,2020) .allant de molécules simples telles que
les acides phénoliques a des composés fortement polymérisés comme les tanins (Dai et
Mumper ,2010).

Les plantes produisent des polyphénols pour se défendre contre les agents biotiques tels que
les bactéries, les champignons et les insectes, ainsi que face a des stress abiotiques comme le
stress environnemental, les radicaux libres ou les dysfonctionnements métaboliques. 1l existe
plus de 8000 variétés différentes dans la catégorie complexe des polyphénols. Selon différents
critéres, ils sont classés en fonction de la présence d'une ou plusieurs structures phénoliques et
d’un ou plusieurs groupes substituants liés a I'hydroxyle (OH). La diversité des polyphénols est
due a ces arrangements structuraux. Du fait de leur structure particuliere et d'interactions
biologiques variées, les polyphénols sont connues pour leur gamme variée de propriétés
biologiques, y compris antioxydantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses, antibactériennes et
anti-age, ainsi que la consommation de fruits, de Iégumes, de graines et de noix a été associée
a des risques plus faibles de maladies métaboliques, cardiovasculaires, neurodégénératives et
cancéreuses (Bolat ez al.,2024).

Un encouragement a la consommation d’aliments végétaux riches en composés phénoliques
est désormais l'une des recommandations majeures en matiere de santé publique. Dans le
domaine des antioxydants d'origine végétale, les composés phénoliques se distinguent par leur
efficacité protectrice pour I'organisme (Gee et Johnson,2001).

11-2-Biosynthése :

Les phénols contiennent des cycles aromatiques qui proviennent de deux processus
métaboliques (la cyclogenese) : le premier implique 'acide shikimique (voie shikimate), tandis
que le second utilise I'acide acétique (voie polyacétate ou des polycétides). Par ailleurs, certains
phénols sont le résultat de la fusion de ces deux procédés (voie mixte). On peut donc classifier
les phénols en fonction de leur processus de synthese, ou selon les substances intermédiaires
d'ou ils dérivent et qui sont le produit de ces processus (Elie,2022).

I11-3-Classification des composés phénoliques:

La classification des polyphénols repose principalement sur leur structure, le nombre de noyaux
aromatiques et les composants structuraux qui lient ces noyaux (Clifford ,1999).

En détails, I'aspect structural essentiel qui les définit est la présence d'au minimum un noyau
phénolique a six carbones (Figure4), auquel est directement attaché au moins un groupe
hydroxyle (OH) libre ou incorporé dans une autre fonction : Ether, ester ou hétéroside
(Druzynka et al.,.2007).
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OH

Figure 4 : Structure du noyau phénol (Balasundram et al.,2006).

On peut classer les polyphénols en deux grandes catégories : Les composés non flavonoides
tels que : les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les lignines, les coumarines et les
tanins (Benavente-Garcia ef al.,1997), ainsi que les flavonoides qui comprennent
principalement : les flavones, la flavanone, le flavonol, l'isoflavonone, l'anthocyanine, la
proanthocyanidine et le flavanol (Rahman et al.,2006). Le Tableaul illustre les principales
catégories de composés phénoliques, avec Ri symbolisant des radicaux alkyles.

Tableaul : Principales classes des composés phénoliques (Bossokpi,2002).

Squelette Classe Exemple Origine
Carboné (exemple)
@ Phénols simple Catéchol
Cé
Acides hydroxy Acide caféique, acide Pomme de terre
C6-C3 cinnamique férulique Pomme
I
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
R \
HO 0 0
C6-C3 Acides hydroxy Acide gallique Ecorce de
Ry benzoiques = om grenade
R,
OoH
Ry COOH
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C6-C2-Co6 Stilbénes Resvératrol Vigne
Flavonoides . o1
Rutine Fruits, 1égumes,
OH ﬂ
eurs
-Flavonols He o I oH on
(L o5 o
OH © Q
HsC o
HO
§ 0 73
7 \3 -Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine | Fleurs, Fruits
C 4
) it -Flavonals Catéchine, épicatéchine | rouges
5 4 g 3 ., . .
-Flavanones Naringénine Pomme, raisin
-isoflavonols Daidzéine Citrus
Soja
Lignanes Pinorésinol Pin
Lignines Bois, noyau de
fruits
] ’[;
Tanins condensés Raisin rouge,
" Kaki
(C15)n Tanins - 5y on
O _A_OH

r

HO™ Sy
OH

Tanins hydrolysables
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Dans les paragraphes qui suivent, nous détaillerons en profondeur certaines classes.

I1-3-1-Les acides phénoliques :

Il s'agit de composés organiques qui ont au moins une fonction carboxyle et un hydroxyle
phénolique. Ces composés peuvent étre divisés en deux types principaux : les dérivés de 1'acide
hydroxybenzoique et de 1'acide hydroxycinnamique (Bruneton,2008).

Les dérivés de l'acide benzoique possedent une structure chimique de type C6-C1. On les
retrouve souvent sous forme d'esters ou de glucosides et ils peuvent aussi €tre intégrés dans des
structures complexes comme c'est le cas pour certains tannins (Macheix ez al.,2006)

La figure ci-dessous illustre les dérivés de l'acide hydroxybenzoique les plus couramment
rencontrés :

R2 R1
R1=R2=R3=R4 =H: acide benzoique (non phénolique)
R3 COOH R1=R2=R4 =H, R3 = 0H: acide p-hydroxybenzoique
R1=R4 =H, R2=R3 = OH : acide protocatéchique
R1=R4 =H, R2 = 0CH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H,R2=R3=R4 = 0H : acide gallique

Figure 5 : Structure chimique des acides hydroxybenzoiques (Bruneton,2008).

Les acides hydroxycinnamiques, qui sont des dérivés de l'acide cinnamique, constituent une
classe majeure dont la structure fondamentale (C6-C3) est issue de celle de 'acide cinnamique.
Ces composés peuvent aussi étre amidifiés ou fusionnés avec des sucres (O-acylglucosides, O-
arylglucosides) ou des polyols comme l'acide quinique (Bruneton,2008).

La figure ci-apres illustre les exemples les plus courants :

0
R1=R2=R3 =R4 =H: acide cinnamique (non phénolique)
. R1=R3=R4 =H, R2=0H : acide p-coumarique
0-R R1=R2=0H, R3=R4 = H : acide caféique
R1=0CHs, R2=0H, R3 = R4 = H : acide férulique
R1=R3=0CHs, R2 = OH, R4 = H : acide sinapique
R2 R1=R2=0H, R3 = H, R4 = acide quinique : acide chlorogénique
R3

R1

Figure 6 : Structure chimique des acides hydroxycinnamiques (Bruneton,2008).

Alors, les acides phénoliques se présentent généralement sous une forme liée, ce qui signifie
qu'ils ne peuvent étre libérés ou hydrolysés que par le biais d'une hydrolyse acide ou alcaline,
ou par des enzymes (Chandrasekara ef Shahidi,2010).
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11.3.2.L.es Flavonoides

Les flavonoides constituent la plus grande part des composés polyphénoliques. Ils constituent
un ensemble de plus de 6000 composés naturels présents quasiment partout chez les plantes, ils
sont considérés d’étre des pigments a 'origine de la couleur jaune (BOUBEKRI,2014).

Les flavonoides possédent des structures formées de deux cycles aromatiques reliés par trois
atomes de carbone au sein d'un hétérocycle contenant de 1'oxygene formant une structure C6-
C3-C6 (Figure 7) (Tsao, 2010).

35‘

Figure 7 : La structure générique des flavonoides (Cook er Samman,1996)

Selon le type d'hétérocycle impliqué, les flavonoides se répartissent en six sous-classes : les
flavonols, les flavones, les flavanones, les flavanols, les anthocyanes et les isoflavones. Les
variations au sein de chaque catégorie résultent de la variation du nombre et d'arrangement des
groupes hydroxyles, ainsi que leur degré d'alkylation et/ou glycosylation (Pandey et
Rizvi,2009).

OH
Flavonols Flavanones Flavanols

a
2t e
2 o
-
- E
< | 6’
6 3
-] 4
Basic Favonoid Structure

OH o OoH
Flavones Anthocyanins Isoflavones

Figure8 : Structures chimiques des sous-classes de flavonoides (Pandey ef Rizvi,2009).
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Chapitrel Les polyphénols

On trouve une large distribution de ces composés dans 1'alimentation habituelle, y compris les
fruits, les 1égumes et le thé (Brunteno ,2009).

11.3.3. Les stilbénes

Les stilbénes ont un squelette carboné C6-C2-C6 (Hano ef Tungmunnithum,2020), ce qui veut
dire deux fractions phényles connectées par un pont méthyléne comportant deux atomes de
carbone. La consommation de stilbénes dans l'alimentation humaine est relativement basse. La
majorité des stilbénes végétaux fonctionnent comme des phytoalexines antifongiques, des
substances qui ne sont produites qu'en réponse a une infection ou a une blessure. Le resvératrol
(3,4',5-tri hydroxystilbéne), un polyphénol stilbéne naturel largement étudié, se trouve
principalement dans les raisins. Le vin rouge, issu du raisin, renferme également une proportion
significative de resvératrol (Pandey et Rizvi,2009). Par ailleurs, on trouve les stilbénes a la fois
sous des formes isomériques (configurations cis et trans), ainsi qu'en forme libre (mineure) et
glycosylée (majeure) (Singla et al.,2019).

OH
HO .
OH Il —

-
| 3 = = OH trans-resveratrol

HO

Stilbenes

cis-resveratrol

Figure 9 : La structure de base des stilbénes (1,2-diaryléthénes ; a gauche) et du cis- et trans-
resvératrol (a droite) (Singla et al.,2019).

I1.3.4.Les lignanes :

Les lignanes, qui constituent une autre catégorie de polyphénols, présentent une similitude
structurelle avec les acides phénolique s(Verma,2024). L'expression lignane a été utilisée pour
définir un ensemble de dimeres de phényl-propanoides dans lesquels les unités phényl-propane
sont fusionnées par le carbone central (C8) de chaque chaine propyle (Lamblin et al.,2008).

De plus, huit sous-groupes de lignanes sont présents en fonction de leur structure carbonée, de
leur modele de cyclisation et de leur mode d’incorporation de 1’oxygene dans la structure
moléculaire. A ce jour, des recherches in vivo ont été menées sur l'effet anti-cancer des lignanes.
Par ailleurs, les lignanes disposent des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, anti-
ménopausiques, antimicrobiennes et contribuant a la protection contre les problémes
cardiovasculaires, osseux et divers troubles psychologiques (Bolat et al.,2024).
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11.3.5.Les tanins :

On utilise généralement le terme tanin pour désigner un ensemble de biomolécules poly
phénoliques de grande taille qui possédent suffisamment d'hydroxyles et d'autres groupes
appropriés, comme les carboxyles, pour créer des complexes stables avec diverses
macromolécules. IIs sont fréquemment présents chez les gymnospermes et les angiospermes, et
on les divise en tanins condensés et hydrolysables (Kumar Das et al., 2020).

Les tanins hydrolysables sont formés par des liaisons esters qui peuvent étre hydrolysées entre
les structures chimiques primaires, alors que dans le cas des tanins condensés, les monomeéres
sont unis par des liaisons C-O ou C-C. Les tanins condensés sont les composés qui possedent
les principales bienfaits thérapeutiques associées aux tanins (Bule ez al.,2020)

Figurel0 : La structure des tanins hydrolysables(A) et condensés(B) (Raja et al., 2014).
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Chapitre?2 Les plantes

I-Le clou de girofle « Syzygium aromaticum ) :

I-1-Définition :

Des siecles durant, des épices telles que le clou de girofle, l'origan, la menthe, le thym et la
cannelle ont ¢ét¢ employées comme agents de conservation alimentaire et en tant que plantes
médicinales, principalement pour leurs capacités antioxydants et antimicrobiennes. A I'heure
actuelle, plusieurs recherches valident les propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales
et anticancéreuses des plantes épicées.

Clou de girofle, en particulier, a suscité un intérét particulier grace a ses fortes vertus
antioxydants et antimicrobiennes, qui le différencient des autres épices (B Shan et al.,2005).
Syzygium aromaticum, souvent désigné sous le nom de clou de girofle, est un arbre appartenant
a la famille des Mirtaceae (GP Kamatou et al.,2005). C'est un arbre qui peut atteindre entre 1
et 12 metres de hauteur, et exceptionnellement jusqu'a 20 metres. On le retrouve principalement
en Indonésie, ou il pousse jusqu'a une altitude de 600 metres. On le retrouve aussi dans tous les
pays situés a I'équateur. Il nécessite une hauteur de levée allant de 1300 a 1800 m et un sol sans
acidité. Il commence a générer des bourgeons de fleurs apres 8 ou 9 ans de mise en terre. On
peut récolter manuellement entre 3 et 5 kg de clous de girofle par arbre. On proceéde a sécher
les bourgeons au soleil aprées la récolte, jusqu'a ce qu'ils prennent une couleur brune (Y. Neves
et al.,1948)

_Figure 11 : Arbre d'un Syzygium aromaticum. (4)
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Chapitre2 Les plantes

Figure 12 : Les bourgeons de fleurs du Syzygium aromaticum. (5)

Ces clous de girofle contiennent une forte concentration en minéraux, en fer, en calcium, en
magnésium et en antioxydants, offrant ainsi de nombreux avantages pour la santé.
Efficacement, elle contribue a combattre certaines infections, a réduire la douleur et favoriser
une meilleure digestion.
Il peut étre utilisé a 1'état brut pour savourer les plats ou pour réaliser des tisanes, et également
sous forme de poudre ou d'huile essentielle (Lee et al., 2009).

Figure 13 : Les clou de Syzygium aromaticum séchés. (6)
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I-2-Origine (Répartition géographique) :

L'Indonésie, I'Inde, la Malaisie, le Sri Lanka, Madagascar et la Tanzanie, notamment 1'1le de
Zanzibar, sont les principaux pays producteurs de clous de girofle (GP Kamatou et al.,2005).
Au Brésil, la culture du clou de girofle se fait principalement dans I'Etat de Bahia, au nord-est,
notamment dans les zones de Valencia, Itubera, Taperod, Camamu et Nilo Pe¢anha. Ces régions
couvrent environ 8 000 hectares et produisent pres de 2 500 tonnes chaque année (RA Oliveira
et al.,2007).

Figure 14 : Carte géographique des principaux producteurs de Syzygium aromaticum du
monde. (7)

I-3-Composition chimique :

M Eugénol H B- caryophylléne
M a-humulene ™ Eugényle acétate

M B- caryophylléne époxyde

Figure 15 : Les principaux composants chimiques du Syzygium aromaticum (Bao, L. M. et
al.,2012).

L'eugénol (1) est 1'élément majoritairement a 1'origine de la senteur du clou de girofle,
représentant 92 % de 1'huile essentielle de girofle (Bao, L. M. et al.,2012).
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Parmi les composants fréquemment présents dans l'huile essentielle, on trouve l'acétate
d'eugényle (2), le B-caryophylleéne (3), le salicylate de méthyle (4), le pinéne (5), la vanilline
(6) et I'ohumuléne (7) (Kamatou, G. P. et al.,2012).

Le Syzygium aromaticum constitue lI'une des principales sources végétales de composés
phénoliques, a identifiant :

» Les flavonoides,

» Les acides hydroxybenzoiques,

» Les acideshydroxycinnamique

» Hydroxyphényl propénes

» Les terpénoides (Kuete, V. ,2017).

O CH,
H3C/ V7

HO

Figure 16 : Structure principale de 1’eugénol. (8)

I-4-Position systématique du Syzygium aromaticum .

Tableau 2 : position systématique de Syzygium aromaticum (Georgetti S.R.,et al).

Classification scientifique
Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta (=Phanérogames)
Sous-embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliophytina (=angiospermes)
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Syzygium
Espece Syzygium. Aromaticum.
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I-5-Les utilisations :

Les clous de girofle ont été employés pour soigner les douleurs dentaires, buccales, de la gorge,
l'inflammation de la muqueuse buccale et la halitose. Il est aussi utilisé a l'extérieur pour traiter
le rhumatisme, les myalgies (douleurs musculaires), 1’utilisation de 1'anesthésie locale dans le
traitement des plaies liées a la sciatique.

Les clous de girofle, administrés par voie orale, sont employés dans le soin des problémes
digestifs tels que les ballonnements épigastriques, la lenteur de la digestion, les éructations et
les flatulences (Ghedira et al., 2010).

Il possede également deux effets spécifiques significatifs :

I-6-Effet anti oxydant

Les composés phénoliques du Syzygium aromaticum possedent des propriétés antioxydantes
grace a leur aptitude a capturer les radicaux libres et les espéces réactives de 1'oxygene, un
processus qui est radicalaire. Ils entrainent I'oxydation des lipides et d'autres molécules en
fournissant rapidement un atome d'hydrogene aux radicaux libres.
L'antioxydant libére de manicre formelle un radical d'hydrogene, qui pourra étre suivi, plus ou
moins rapidement, par un transfert de proton, résultant en un radical (Portes, 2008).

I-7-Effet immunomodulateur

Le clou de girofle exerce des effets immunomodulateurs en inhibant 1’action du LPS. Un
mécanisme d’action possible implique probablement la suppression de la voie du facteur
nucléaire kB par 1’eugénol, car il s’agit du principal composé présent dans 1’extrait de clou de
girofle ; et aussi provoque I’amélioration des mécanismes de réponse immunitaire a médiation
humorale et cellulaire (Bachiega et al., 2012 ; Carrasco et al., 2009).
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II-Le romarin « Rosmarinus officinalis »:

1I-1-Définition :

Le romarin ou Rosmarinus officinalis est un arbuste a feuilles persistantes qui peut monter
jusqu'a 1,8 m de hauteur, en position verticale ou étalée. Les feuilles, dépourvues de pétiole,
présentent une taille variable sur une méme branche ; elles sont fortement courbées et effilées,
ayant une forme linéaire ou en forme de lance. La face supérieure est de couleur verte tandis
que la face inférieure présente une teinte blanchatre, due a I'abondance de poils : des trichomes
glandulaires (capités et peltés) ainsi que des trichomes non glandulaires (Gonzalez-Minero ef
al.,2020). En plus de ses feuilles persistantes, odorantes en forme d’aiguilles, ses fleurs peuvent
étre blanches, roses, violettes ou bleues. Sa floraison pouvant aller aussi tard que début
décembre, dés la mi-février spécifiquement dans la zone méditerranéenne (Kompelly ez
al.,2019).

2026/2 /144335,

Photo 1 : La plante de Rosmarinus officinalis.
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Le terme Rosmarinus officinalis, connu sous le nom de romarin, est issu des mots latins ros
(rosée) et marinus (mer), signifiant « rosée de la mer » En effet, le Romarin est une plante que
l'on retrouvera seulement dans les régions ou s'étend la rosée venant de la mer (Marion, 2015).

"'L'@iﬁ r’

Rosemary flowers Rosemary leaves Dried rosemary leaves Rosemary oil

Figure 17 : les fleurs, les feuilles et I’huile de romarin (Meziane et al.,2025).

I1-3-Répartition géographique

Il est cultivé depuis I'époque antique, on le trouve dans divers pays (Fig.20) d'Europe
principalement 1’Espagne & des fins commerciales. Certaines régions d’Asie, des Etats-Unis,
du Mexique et de I’Afrique du Sud (Gonzalez-Minero et al.,2020).

‘v

Figure 18 : Répartition géographique de Rosmarinus officinalis selon GBIF (the Global
Biodiversity Information Facility) (Gonzalez-Mineroet al.,2020).

Le romarin sauvage se développe aussi dans le bassin méditerranéen comme le Maroc,
1’Algérie, la Tunisie, la Libye, la France, I’Espagne déja mentionnée, le Portugal, la Gréce, la
Turquie et I’Italie (Borges et al., 2019).

I1 est fréquemment planté dans les jardins, il a besoin de beaucoup de lumiére et de chaleur, et
il supporte bien la sécheresse. Généralement il pousse dans les zones arides, garrigues et sur les
terrains rocailleux de la région méditerranéenne, et méme Iégérement au sud jusqu'aux limites
sahariennes (Boullard, 2001). Dans son habitat naturel, on le trouve sur des sols calcaires
(Escuder, 2007).
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I1-3-Classification :

Le romarin est un membre de la famille des Lamiacées, 1'une des plus vastes et prestigicuses
familles de plantes a fleurs, qui regroupe environ 236 genres et entre 6900 et 7200 espéces a
travers le monde. Initialement, le nom de famille était Labiatae, en raison du fait que les fleurs
présentent généralement des pétales fusionnés en lévres supérieure et inférieure. Cependant, la
majorité des botanistes préferent désormais utiliser le terme Lamiaceae. La famille des
Lamiacées est réputée pour ses huiles essentielles biologiquement actives, fréquemment
présentes chez plusieurs de ses membres. On y trouve aussi bien des herbes décoratives que
culinaires, comme le basilic, la lavande, la menthe, le romarin, la sauge et le thym (Andrade e?
al.,2018).

Tableau 3 : La classification scientifique de Rosmarinus officinalis L (Andrade et al,.2018).

Classification scientifique

Reégne Plantae

Sous-regne Tracheobionta
Super division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiale

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus L.
Espece Officinalis
Nomenclature binomiale Rosmarinusofficinalis L

11-4-1L.es composants phytochimiques

Rosmarinus officinalis L (romarin) renferme une diversité de composés actifs, parmi lesquels
on trouve des flavonoides, des tanins, des diterpénes tricycliques, des triterpénes, ainsi que
divers acides phénoliques tels que 1’acide rosmarinique (Debuigne ez Couplan, 2009). Elle
contient également de la résine (Beloued, 1998), de ’acide caféique, de I’acide ursolique, de
I’acide bétulinique, de I’acide carnosique et du carnosol (Samuelsson et al., 2001 ; Ulbricht ez
al., 2010 ; Begum et al., 2013).

Par ailleurs, cette plante aromatique renferme entre 1 et 2 % d’huile essentielle, dont la
composition est dominée par plusieurs constituants majeurs : ’a-pinéne (7 a 80 %), la
verbénone (1 a 37 %), le camphre (1 a 38 %), I’eucalyptol (1 a 35 %), le bornéol (4 a 19 %),
I’acétate de bornyle (jusqu’a 10 %) et le camphene (Bellakhdar, 1997).
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Figurel9 :_Structure chimique de trois composés majeurs présents chez R. officinalis

(A) Acide carnosique (B) Carnosol (C) Acide rosmarinique (Andrade ef al.2018).

I-5-Pactivité antioxydante du romarin:

Les diterpénes phénoliques tels que l'acide carnosique, le carnosol et I'acide rosmarinique ont
¢té identifiés comme les antioxydants les plus puissants dans I'huile essentielle de romarin en
augmentent la défense du corps contre les especes réactives nocives et les dommages oxydatifs.
(Hamidpour et al.,2017).

Cette plante exerce son action antioxydante par divers mécanismes métaboliques. Par exemple,
I'huile essentielle ainsi que 1'extrait de romarin ont prouvé leur aptitude a éliminer et a prévenir
les radicaux libres (Zegura et al.,2011 ; Abdel-Wahhab ez al.,2011). Le romarin a aussi la
capacité de prévenir la peroxydation lipidique, un processus délétere provoqué par le stress
oxydatif (Al Sereitia et al.,1999 ; Bulbul ef al.,2012). Au-dela de diminuer le nombre d'espéces
réactives dans l'organisme, on a observé que le romarin stimule l'activité¢ des enzymes
antioxydantes (Afonso et al.,2013).

11-6-1.’effet immunomodulateur du romarin:

L’extrait de romarin présente plusieurs propriétés immunomodulatrices. Il favorise la
production des anticorps IgM et IgG et renforce les réponses secondaires de I’immunité en
stimulant la différenciation des cellules B-mémoire en plasmocytes producteurs d’anticorps
(Alsheyab efr al, 2011). 1l induit également une prolifération accrue des macrophages
péritoné¢aux (Mansour ef al., 2011), et améliore leurs fonctions, telles que la chimiotaxie, la
phagocytose et I’activité microbicide, aussi en activant les cellules natural killer et en
augmentant la prolifération des lymphocytes (Collett ef al., 2004, Kunnumakkara et
al., 2007). De plus, I’extrait de romarin stimule la libération de cytokines pro-inflammatoires
et régulatrices telles que le TNF-q, I’interleukine-2 (IL-2), I'IL-1p et I’IL-8, contribuant ainsi
au renforcement global de la réponse immunitaire (Kim ez al., 2003 ; Camacho-Barquero ef
al.,2007 ; Nonn et al., 2007 ; Shakibaei et al., 2007).

II-7-Utilisations:

Le romarin est maintenant cultivé dans le monde entier en raison de ses utilisations bénéfiques
comme suit :

» Agent aromatisant, Il est couramment utilis¢ comme épice dans la région
méditerranéenne et en Grande-Bretagne pour donner de la saveur aux viandes, poissons
et légumes. On produit un miel spécifiquement a partir du nectar des fleurs de romarin.
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On appelle ce miel fortement aromatique, le miel de romarin. Son golit aromatique
permet de remplacer la vanille pour améliorer les gateaux (Kahkahi ez al.,2025).

» Conservateur alimentaire naturel efficace grace a les composés phénoliques tels que
l'acide carnosique, le carnosol et 'acide rosmarinique qui sont a 1'origine de I'importante
activité antioxydante de l'extrait et de l'huile essentielle de romarin. Au-dela de son
activité antibactérienne et antifongique intense qui positionne la plante comme un
inhibiteur trés performant des agents pathogeénes alimentaires (Hamidpour et al.,2017).

» Dans les cosmétiques et les produits de beauté, on utilise des dérivés du romarin pour
produire des huiles essentielles destinées aux massages et a I'aromathérapie, de 1'alcool
de romarin, divers gels, shampoings, savons, eau de romarin, lait nettoyant, déodorants,
créemes anti-rides, laits aprés-rasage, crémes hydratantes pour le visage et contour des
yeux...(Gonzalez-Minero ef al.,2020). De plus, il accélére la croissance des cheveux,
son huile essentielle entre dans la fabrication de nombreux parfums (Kahkahi et
al.,2025).

» L'huile de romarin ou la plante en général favorise la circulation du sang, renforce le
systeme nerveux, la peau, le foie ainsi que la vésicule biliaire. Elle posséde des
caractéristiques  rafraichissantes, antiseptiques, antibactériennes, diurétiques,
purificatrices et antifongiques, tout en agissant comme un antidépresseur performant.
Elle atténue les spasmes, diminue les gaz, équilibre la digestion et combat les rhumes et
les douleurs. Elle offre une détente pour I'esprit fatigué et favorise la clarté mentale sur
le plan émotionnel. Dans la médecine traditionnelle et moderne, elle est utilisée pour
soigner une gamme de maladies telles que les coliques néphrétiques, les douleurs
rhumatismales, 1'épilepsie, les problémes respiratoires, le diabéte et la dysménorrhée.
On I'a également utilisé a des fins antalgiques pour soulager les douleurs abdominales,
les maux d'estomac et les maux de gorge en plus des douleurs musculaires et articulaires.
De plus, la plante est connue pour étre utilisée comme insecticide et herbicide (Mostefai
et al.,2015 ; Kahkabhi et al.,2025 ; Andrade ef al.,2018).
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Chapitre 1 Matériels et méthodes

I-Matériels :

I -1-Le matériel végétal

Notre étude est réalisée a partir de deux types de plantes :

» Les feuilles de Rosmarinus officinalis : elles ont été récoltées le mois de février 2025 a
la commune d’Oued Athmania wilaya de Mila.

o
Ou’ed
Athmania
ERPENR NI S

o
y .

A 5 Tsiasd (b)

_— fieea. o S s3T5

Figure 20 : a. Photo original de la plante Rosmarinus officinalis

b. La localisation géographique du lieu de récolte

» Les bourgeons de Syzygium aromaticum :

Photo2 : Des bourgeons floraux de Syzygium aromaticum.
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I-2-L.e matériel animal:

Dans le but de I’évaluation de I’activité immunomodulatrice de nos extraits, nous avons utilisé
un groupe de 25 souris femelles de la race Albinos, avec un poids moyen d’environ 20g issues
de I’animalerie de Chaabat Ersas de ’université des fréres Mentouri a Constantine.

Photo 3: Souris de la race Albinos.

II-Méthodes :

I1I-1-Séchage, broyage et conservation du matériel végétal.

Les feuilles de romarin (Rosmarinus officinalis) ont été lavées puis séchées a I’abri de la lumiere
et de ’humidité. Apres le séchage, le romarin (Rosmarinus officinalis) et les clous de girofle
(Syzygium aromaticum) ont été broyées par un moulin & café pour obtenir une poudre fine
conservée dans des boites en verre a température ambiante jusqu’a 1’utilisation.
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Séchage des feuilles de Rosmarinus officinalis et Syzygium
Rosmarinus officinalis aromaticum séchées

Une poudre fine de
Rosmarinus officinalis

Une poudre fine de Syzygiu Moulin a café utilisé dans le broyage
aromaticum des deux plantes

Figure21 : Séchage et broyage des plantes Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum.
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I1-2-Préparation de I’extrait aqueux

Selon la méthode de Bougandoura et Bendimerad (2013) modifiée, une quantité de 41g de la
poudre de chaque plante (Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum) a été macérée dans
250 ml de I’eau distillé pendant 24h a température ambiante, I’ensemble a été filtré par le papier
filtre jusqu’a I’obtention d’un extrait aqueux homogene.

Macération
, pendant
24h a
Tomato ,
température
uE 1 ambiante
\\ ‘ Wax 7000 @t9 y /

41 g de la poudre de
Rosmarinus officinalis

fomate

250 ml I’eau distillé

Tomato -

Ve 70005 detg

A

L

41 g de la poudre de
Syzygium aromaticum

Filtration pour 1’obtention de
I’extrait aqueux

Figure22 : Préparation de I’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum.
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I1-3-Evaporation et lvophilisation de I’extrait agueux

» L’évaporation :

L’évaporateur rotatif est un appareil utilisé pour évaporer rapidement des solvants, dans le but
de concentrer partiellement ou totalement une solution ou une suspension.

Dans notre recherche, nous avons examiné les deux extraits (I'extrait de clou de girofle et
l'extrait de romarin) afin d'éliminer la majorité de 1'eau, ne conservant qu'une petite quantité.
Dans notre cas lors de l'utilisation du rotavapor (I’évaporateur rotatif) , la température ne doit
pas dépasser 55°C (il faut éviter de la porter & 66°C a cause de risque de dénaturation des
molécules) .Puis, on les place dans des boites de pétrie avant de les mettre au congélateur a une
température variant entre -20 °C et -25 °C en vue de leur préparation pour la seconde phase,
qu’est appelée *Lyophilisation*.

Photo 4 : Evaporateur rotatif (Centre de Recherche en Sciences Pharmaceutiques ALI
MENDIJLI).

29



Chapitre 1

Materiels et methodes

> La Lyophilisation :

La lyophilisation est un mécanisme de déshydratation douce qui vise a transformer I'eau
contenue dans un produit en vapeur tout en préservant les liaisons moléculaires. Ce procédé
laisse le produit déshydraté et stable a température ambiante, connu sous le nom de lyophilisat.
Grace a cette technique, la forme, la texture, la saveur et les nutriments sont conservés, offrant
ainsi un produit de grande qualité et d'une longue durée de conservation.
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Figure 23 : Courbe représentatrice des différentes étapes de la lyophilisation.

Photo 5 : Le Lyophilisateur
(Centre de Recherche en Sciences

Pharmaceutiques ALI MENDIJLI).

Photo 6 : L’extrait des plantes dans des
boites de pétrie apres lalyophilisation.
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II-4-Analyse quantitative de DPextrait AQ des deux plantes Rosmarinus
officinalis et Syzygium aromaticum:

11-4-1-Dosage des polyphénols totaux

>Principe :

Le réactif de Folinciocalteu se compose d'un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo12040). Lors de l'oxydation des
phénols, il effectue une réduction se traduisant par un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et
de molybdéne (Boizot et Charpentier, 2006).

>Dosage : (AnnexeS)
Selon la méthode de Folin-Ciocalteu (Wong et al., 2006) :

11-4-2-Dosage des flavonoides

> Principe :

Les flavonoides contiennent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5, susceptible de
former un complexe coloré avec le chlorure d'aluminium lorsqu'associé au groupement CO. Ils
créent des complexes de coloration jaunatre en chélatant les métaux (fer et aluminium). Cela
signifie que le métal (Aluminium) perd deux électrons pour se lier a deux atomes d'oxygene de
la molécule phénolique, jouant ainsi le role de donneur d'¢lectrons (Ribéreau-Gayon et al.,
1972).

>Dosage : (Annexel0)
Selon La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al, 1996) :

11-4-3-Dosage des tanins condensés

> Principe :

Ce test repose sur la condensation des composés polyphénoliques avec la vanilline dans un
milieu acide (Swain et Hillis., 1959). Cela favorise la liaison du groupement aldéhyde de la
vanilline au carbone 6 du cycle A de la catéchine, créant un complexe chromophore rouge qui
présente une absorption a 500nm (Schofield et al., 2001).

>Dosage :(Annexe 12)
Selon la méthode de Broadhurst et Jones (1978), modifiée par Heimler et al (2006) :

11-5-Les tests de ’activité antioxydante :

11-5-1-Test du pouvoir anti oxydant par Réduction du Fer (FRAP : ferric
reducing antioxidant power)
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> Principe :

L'évaluation repose sur la réduction du (Fe+3) présent dans le complexe de ferrocyanure de
potassium en (Fe+2), une réaction qui se révéele par La transformation de la couleur jaune du
fer ferrique (Fe+3) en bleu-vert du fer ferreux (Fe+2), l'intensité de cette coloration est mesurée
par spectrophotométre a 700 nm, un accroissement de 'absorbance indique une augmentation
du pouvoir réducteur des extraits examinés (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

>Dosage :(Annexe 14)
Le protocole expérimental utilisé est celui de Yildirim ef al., 2001 :

11-5-2-Test du pouvoir anti oxydant par la capacité de piégeage du radical
libre DPPH

> Principe :

L'analyse de [l'activit¢é antioxydante recourt généralement a la méthode DPPH
(diphenylpicrylhydrazyl). Effectivement, le DPPH se distingue par sa capacité a générer des
radicaux libres stables.

Cette stabilité résulte de la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La
présence de ces radicaux DPPHe entraine une coloration violet sombre dans la solution. L'agent
antioxydant provoque une décoloration de la solution en réduisant les radicaux DPPHe
(Molyneux, 2004).

La dégradation de couleur peut étre surveillée par spectrophotométrie a 517nm, ce qui permet
de déterminer le potentiel antioxydant d'une substance ou d'un extrait végétal (Popovici et al.,
2010 ; Molyneux, 2004).

0.0 o¥e

+ Antioxydant -OH ———— I + Antioxydant-Os
Ne NH
NO, NO, NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure24: Equation du radical DPPH transformé en DPPH (Talbi et al., 2015).

>Dosage : (Annexel5)

Dans notre étude, ce test a été évalué suivant le protocole appliqué en 2007 par Kuramasamy et
ses collaborateurs.
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I1-6-Evaluation de I’effet immunomodulateur

11-6-1-1.’élevage des souris

Les souris Albinos de notre expérimentation ont été élevées dans des conditions hygiéniques
dans des cages en plastique bien nettoyée avec une litiere de copeaux de bois changée tout au
long de ’expérience, elles avaient un acces libre a I'eau avec une nourriture sous formes de
croquettes. La période d’adaptation était environs 10 jours avant la pratique.

Photo 7 : Les souris de notre expérimentation.
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I1-6-2-le protocole expérimental :

25 Souris

y

G traités avec 1’extrait de

G traités avec I’extrait de
Syzygium aromaticum

G1Témoin Rosmarinus officinalis

v

G2 25(mg/kg)

—>| G4 25(mg/kg)

G3 50(mg/kg)

v
\ 4

G5 50(mg/kg)

48hApres le traitement

4

L’injection de I’encre de chine

AsSuMmedsoos

e o2 @737

& =
-::}';_3"@ ﬁ,v y

Prélévement sanguin Dissection et récupération
oculaire apres 5 et 10 min des organes : foie, rate

Figure25 : Plan expérimental suivi pour I’évaluation de I’effet immunomodulateur de
I’extrait des plantes Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum.

34




Chapitre 1 Matériels et méthodes

11-6-3-Mesure de ’activité phagocytaire

L’activité phagocytaire a été exprimée par 1’index phagocytaire K, lequel mesure I'ensemble de
la fonction réticulo-endothéliale au contact du sang, et par I’index phagocytaire o corrigé qui
exprime cette activité par unité de poids des organes actifs : foie et rate. Le taux de clairance
est exprim¢ en demi-vie du carbone dans le sang (t1/2, min). Les activités sont calculées d’apres
les formules de (Satnam et al., 2012;Biozzi et al., 1953). Selon les équations suivantes :

_ InDO1-InD0O2
(t2—-t1)

0,963
k

tho=

3k xpoids de souris

poids du foie+poids de rate

Ou DOI1 et DO2 sont les densités optiques mesurées apres 5 et 10min respectivement

I11-6-4-1.analyse statistique

Les résultats de I’activité phagocytaire et le taux de clairance de carbone sont présentés sous
forme de moyennes et écart-types.
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Chapitre 2 Résultats et discussion

I-Resultats

I-1-Les tests biologiques réalisés in vitro :

I-1-1-Analyse quantitative de D’extrait agueux des plantes Rosmarinus
officinalis et Syzygium aromaticum.

Les résultats obtenus a partir des €quations de régression lin€aire spécifiques a chaque courbe
d'é¢talonnage (acide gallique : y=0,009x, quercétine : y=0,0661x+0,0112, catéchine
y=3,1847x-0,0344) ont été exprimés sous forme de « moyenne de 3 mesures = SD », puis
représentés graphiquement a 1’aide d’un histogramme (Figure26) afin de faciliter leur
interprétation.

Les résultats mentionnés (Figure26), indiquent que les deux plantes contiennent les teneurs
les plus hautes en polyphénols totaux et en flavonoides, tout en présentant des niveaux faibles
de tanins. En comparant les deux extraits aqueux, on observe que Syzygium aromaticum
présente une richesse en polyphénols totaux (73.62+10.7) légerement supérieure a celle de
Rosmarinus officinalis (71.8 £12.6). En ce qui concerne les flavonoides, Syzygium aromaticum
se distingue nettement avec une teneur (13.8842.9) presque le double de celle trouvée dans
Rosmarinus officinalis (8.42+0.9). Pour les tanins, les deux plantes contiennent des quantités
trés faible toute fois Syzygium aromaticum posséde une teneur en tanins (0.017+0.001)
légerement plus que Rosmarinus officinalis (0.014£0.001). Il est totalement clair que la plante
de Syzygium aromaticum posséde une richesse remarquable en composés bioactifs, évaluées
dans notre étude, surpassant largement celle de Rosmarinus officinalis.
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POLYOHENOLS FLAVONOIDES TANINS

Rosmarinus officinalis Syzygium aromaticum

Figure 26 : Tenceur en composés phénoliques, flavonoides et tanins (ug Eq standard/ mg) de
I’extrait aqueux des plantes Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum.
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I-1-2-Evaluation du potentiel antioxydant

I-1-2-1-Test du pouvoir réducteur FRAP

Le potentiel réducteur de I'extrait est déterminé par la méthode colorimétrique qui est basée sur
la réduction d'un complexe ferrique Fe3+ a la forme ferreuse (Fe2+), 1’évaluation de Fe2+ se
fait en mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleue dans le milieu
réactionnel a 700nm. Nos résultats (Figure 27, 28) montrent que les extraits aqueux des deux
plantes Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum utilis€és dans notre étude représentent
une augmentation de 1’absorbance proportionnelle avec les concentrations utilisées, ce qui
signifie une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés. Donc, les deux plantes
possédent un potentiel antioxydant intéressant. Les valeurs de CE50 (concentration efficace a
50 %) ont été déterminées a partir des équations des droites de régression obtenues pour chaque
extrait :

Rosmarinus officinalis : CE50 = 2,67 mg/ml Syzygium aromaticum : CE50 = 2,48 mg/ml

Les résultats indiquent que I’extrait aqueux de Syzygium aromaticum présente la plus faible
valeur de CES50 suivi de D’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis. Ces données montrent
clairement que I’extrait aqueux de Syzygium aromaticum possede le pouvoir réducteur le plus
¢éleveé parmi les extraits testés.

2.5
y =0.1477x + 0.1045
X R? =0.9905
e 15 - RosrTlari.nus
c officinalis
8 -
'; 1 Linear
o = (Rosmarinus
o officinalis)
0.5 >
0
0 5 10 15 20

Concentration mg/ml

Figure 27 : réduction du fer de ’extrait aqueux de Rosmarinus officinalis.

37



Chapitre 2 Résultats et discussion
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Figure 28 : réduction du fer de I’extrait aqueux de Syzygium aromaticum.

I1-1-2-2-Test de P’activité scavenger du radical DPPH

L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits végétaux est souvent réalisée par la
technique de capture du radical libre DPPH. Cette méthode permet une évaluation facilitée de
l'effet antioxydant en observant la diminution, de I'absorption du DPPH a 517 nm. Les courbes
ci-dessous représentent la variation du pourcentage du pouvoir inhibiteur en fonction de la
concentration de chaque extrait aqueux des plantes Rosmarinus officinalis et Syzygium
aromaticum. D’apres les résultats représentés dans la (figure29), il semble que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente avec l’augmentation de la concentration pour les
différents extraits de notre étude. Les valeurs de IC50 (concentration d’inhibition a 50 %) ont
¢été déterminées a partir des équations des droites de régression obtenues pour chaque extrait :

Rosmarinus officinalis: IC50 =0,151 mg/ml  Syzygium aromaticum: 1C50 = 0,0635 mg/ml

La courbe d’inhibition du radical DPPH montre que Syzygium aromaticum atteint rapidement
un pourcentage d’inhibition supérieur a 70 % a faible concentration (0,125mg/ml), traduisant
une forte capacité de neutralisation des radicaux libres. A I’inverse, Rosmarinus officinalis
montre une inhibition plus modérée sur toute la gamme de concentrations testées. Ainsi, plus la
valeur de IC50 est basse, plus la substance est efficace pour inhiber 50 % des radicaux libres a
une concentration moindre donc la valeur IC50 calculée pour les deux extraits indique que
Syzygium aromaticum posséde une activité antioxydante plus élevée que Rosmarinus
officinalis, comme en témoigne sa valeur de IC50 qu’est la plus faible.
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Figure 29: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH des extraits aqueux de
Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum.

I-2-Les tests biologiques réalisés in vivo :

1-2-1-L’effet d’extrait du Syzygium Aromaticum et Rosmarinus officinalis sur
Pactivité phagocytaire :

Pour mieux comprendre l'effet de l'extrait du Syzygium Aromaticum et Rosmarinus officinalis
dans le mécanisme de défense immunitaire en I’effectue le test de 1’activité phagocytaire.
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Figure 30 : L’effet des extraits de Syzygium Aromaticum et de Rosmarinus officinalis sur
I’index phagocytaire K dans le test de I’injection du carbone chez les souris.
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D’apres la figure30, les résultats montrent qu’il y a une différence dans les moyennes de I’index
phagocytaire (K) entre les différents groupes Témoin, R-25mg/kg, R-50mg/kg, G-25mg/kg,
G50mg/kg.

D’aprés les statistiques obtenus, on remarque qu’il y a une augmentation hautement
significative de I’index phagocytaire chez le groupe traité par (G-50MG/KG) (0.31 £ 0.01),
aussi une augmentation modérée chez les groupes traités par (R-25mg/kg, R-50mg/kg, G-
25mg/kg) (0.17 £ 0.001 / 0.2 = 0.001 / 0.19 £+ 0.001) respectivement par rapport au groupe
témoin (0.1 £0.001). Donc L’activité phagocytaire augmente avec 1’augmentation de la dose.

Ces deux extraits (R-50mg/kg-50mg/kg) contient une activité phagocytaire €élevée mais le
Syzygium Aromaticum contient une activité plus fort que le Rosmarinus officinalis.

1-2-2-1.’effet d’extrait du Syzygium Aromaticum et Rosmarinus officinalis sur
le temps de demi-vie t%5 :

Afin de mieux comprendre l'impact de l'extrait du Syzygium Aromaticum et du Rosmarinus
officinalis sur le mécanisme de défense immunitaire en vue d'éliminer I'encre de Chine, ce
graphique a été réalisé.

12

Le temps de demie-vie t};

TEMOIN R-25MG/KG R-50MG/KG G-25MG/KG G-50MG/KG

Figure 31 : L’effet des extraits de le Syzygium Aromaticum et de Rosmarinus officinalis sur
le taux de clearance.

L’analyse du graphique représentant le temps de demi-vie (T1/2) de I’encre de Chine montre
une augmentation hautement significative dans les doses injectées (R-50mg/kg ; G-50mg/kg)
(6.8+0.01 ; 6.76+0.01) a comparaison avec le groupe témoin (10.53+0.01) et une simple
augmentation significative des groupes injectés (G-25mg/kg ; R-25mg/kg) (9.83+0.01 ;
8.02+0.01) par rapport au groupe témoin (10.53+0.01).
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La réduction aux niveaux des doses (R-50mg/kg ; G-50mg/kg) suggere une accélération de
I’¢limination de I’encre de Chine, indiquant une stimulation de 1’activité phagocytaire par ces
extraits végétaux.

1-2-3-1.’effet des extraits de Syzygium Aromaticum et de Rosmarinus
officinalis sur I’index phagocytaire corrigé (a) :

L’index phagocytaire corrigé (o) est un parametre important permettant d’évaluer 1’efficacité
de la réponse phagocytaire des cellules immunitaires. Dans cette étude, nous avons examiné
I’effet des extraits de Syzygium aromaticum et de Rosmarinus officinalis sur cet index.

12

Index phagocytaire corrigé a

TEMOIN R-25MG/KG R-50MG/KG G-25MG/KG G-50MG/KG

Figure 32 : L’effet des extraits de Syzygium Aromaticum et de Rosmarinus officinalis sur
I’index phagocytaire corrigé (o).

Les résultats présentés dans la figure montrent qu’il y a une augmentation hautement
significative chez les groups injecter (R-25mg/kg ; G-25mg/kg) (8.99 + 0.01 / 8.93 + 0.02) et
une augmentation trés hautement significative chez les groups injecter (R-50mg/kg; G-
50mg/kg) (10.44 + 0.02 / 10.62 + 0.01) les deux augmentations par rapport au groupe témoin ;
I’augmentation de I’activité phagocytaire corrigée a est corrélée avec I’augmentation des doses
des traitements injectées chez les souris. Au de la, I’augmentation de ’activité phagocytaire
peut étre associée a I’augmentation du poids du foie et de la rate.
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II-Discussion

1I-1-Les tests biologiques réalisés in vitro :

Les plantes médicinales jouent un role fondamental dans la médecine traditionnelle depuis des
siecles. Aujourd’hui, avec I’intérét croissant pour les remeédes naturels, de nombreux chercheurs
s’orientent vers une exploration approfondie de ces plantes dans le but de découvrir leurs
composés bioactifs et d’évaluer leurs activités biologiques.

Les plantes Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum ont été prouvé dans plusieurs
¢tudes avec leurs nombreuses propriétés thérapeutiques qui sont attribuées aux composés
bioactifs entrant dans leur composition, tels que les polyphénols, les flavonoides et les tanins.
C’est le sujet de notre étude dans laquelle le dosage des composées phénoliques, I’activité
antioxydante et I’effet immunomodulateur de ces deux plantes ont été évaluées in vitro et in
vivo.

Apres avoir effectué une analyse comparative des résultats du dosage, on constate que la
supériorité des valeurs obtenus a partir de I’extrait aqueux de Syzygium aromaticum_par rapport
au Rosmarinus officinalis s’explique par plusieurs facteurs :

La méthode d’extraction, de sorte que l'extraction des polyphénols est influencée par des
¢léments associés au processus d'extraction lui-méme (Lagha-Benamrouche et al, 2013),
ainsi que par des facteurs génétiques et environnementaux (Atmani et al., 2009), la température
d’extraction et de conservation de 1’extrait avant 1’analyse, des conditions climatiques difficiles
comme :la température €levée, exposition solaire, sé€cheresse et la salinité (Falleh et al., 2008),
la période de récolte, I'emplacement géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter
la plante, ainsi qu'a la maturité de la plante, en effet, plus la plante est jeune, plus le niveau des
composés phénoliques qu'elle contient est élevé (Park & Cha, 2003).

Aussi, la variation des teneurs au sein d’un méme extrait peut s’expliquer par I’observation de
Boussahel (2011) qui a noté que les flavonoides constituent la majorité des composés poly-
phénoliques, justifiant la teneur élevée en composés phénoliques par rapport aux flavonoides.

Dans le but de mieux discuter nos résultats, on fait des comparaisons avec des études antérieures
afin d’enrichir leur interprétation.

Les résultats obtenus a partir de Rosmarinus officinalis sont comparés avec les études réalisées
par Bencheikh et al. (2024), Kosar et al. (2005) et par Aljabri (2020), la teneur en polyphénols
totaux trouvées dans 1’extrait aqueux des feuilles de Rosmarinus officinalis est tres élevée que
celle rapportée dans notre étude, avec des teneurs de 455.10 £ 0.07 pg EAG/mg, 200 ng
EAG/mg et 211 pg EAG/mg respectivement. Une étude similaire de Megateli et Krea (2018) a
révélé une teneur de 127.87 £ 2.1 ug EAG/mg pour un extrait prélevé de la région de Médéa,
ce qui reste supérieur a nos résultats. De méme, Tsai ef al. (2007) ont montré une teneur estimée
a 98.7 £ 5.9 ung EAG/mg ce qui signifie que notre résultat est encore peu faible. Par contre,
Salama et al. (2018) ont été trouvé que la teneur des polyphénols dans I’extrait aqueux de
romarin issu de la région de Cairo (Egypt) est seulement 33 + 1.20 pg EAG/mg, et par Tawaha
et al. (2007), une valeur de 48.9 £ 2.3 ng EAG/mg. les deux sont relativement pauvres en
polyphénols par rapport a notre extrait.
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Pour les flavonoides, les valeurs trouvées par Tsai et al. (2007), Megateli et Krea (2018) :
128+0.8 ug EQ/mg, 14.48 £ 1.5 mg EQ/g respectivement, représentent une teneur plus haute
en comparaison avec les valeurs de notre étude. Contrairement, Aljabri (2020) a trouvé une
teneur de 4.32 mg EQ/g qui est considérée faible par rapport a notre teneur. La recherche de
Bencheikh et al. (2024) a révélé une valeur de :7.33+0.04 ng EQ/mg proche a notre.

En ce qui concerne les tanins, les deux recherches de El Oihabi ef al. (2024), et Bencheikh et
al. (2024) ont confirmé que notre extrait aqueux de Rosmarinus officinalis présente un résultat
trop faible contrairement a leur extrait riche en tanins avec des valeurs de 4.8 = 0.1 ug EQ/mg
et 135.914+0.020 pg EQ/mg respectivement.

Pour la plante Syzygium aromaticum, les taux des Polyphénols totaux et des flavonoides obtenus
sont nettement supérieurs a ceux rapportés par Indiarto et al. (2024) soit 38,20 mg EAG/g, 7.94
mg EQ/g respectivement, mais ils restent inférieurs que les teneurs trouvées par El-Maati et al.
(2014), soit 230 pg EAG/mg pour les Polyphénols totaux, et 17,5 mg EQ/g pour les flavonoides.

Tandis que les teneurs en tanins condensés, sont largement inférieurs a ceux de 1’extrait
acétonique (40,53 mg EAT/g) rapportés par Nikousaleh et Prakash. (2016). Selon Marco (1968),
cette variation des résultats peut étre expliquée par la nature et la polarité des solvants utilisés.

I1 est courant que les propriétés biologiques des plantes médicinales soient étroitement liées a
leur richesse en composés phénoliques, notamment les polyphénols, flavonoides et tanins.
Ainsi, la mesure de la teneur en ces composés est un indicateur clé pour évaluer I’efficacité
antioxydante de I’extrait aqueux des deux plantes étudiées. Parmi les méthodes couramment
utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante : le test de réduction de fer (FRAP)

Les études de Tsao (2010) et Pietta (2000) ont permis de confirmer I’existence d’une
corrélation significative entre la teneur en composés phénoliques et 1’activité antioxydante.
Leurs travaux ont montré que les composés phytochimiques, en particulier les polyphénols et
les flavonoides représentent les principaux contributeurs a l'activité antioxydante par leur
capacité a neutraliser les radicaux libres, notamment en faisant don d’un électron ou d’un atome
d’hydrogene, aussi en inhibant la génération de radicaux libres en bloquant la formation ou en
désactivant les espéces actives et leurs précurseurs, ce qui permet de ralentir les processus
d’oxydation.

Ceci explique que I’activité antioxydante marquée de Syzygium aromaticum est attribuée a sa
richesse remarquable en composés phénoliques, notamment sa teneur élevée en flavonoides par
rapport au Rosmarinus officinalis.

La comparaison des valeurs de CE50 obtenues pour nos extraits a partir du test de FRAP a été
réalisée en prenant comme référence 1’acide ascorbique, dont les données proviennent d’une
étude antérieure réalisée selon le protocole de Yildirim et al. (2001), identique a celui utilisé
dans notre travail. Cette comparaison permet de situer 1’efficacité relative des extraits de
Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum vis-a-vis d’un antioxydant standard reconnu.
CE50 de I’acide ascorbique a été calculée a partir de la courbe de régression linéaire
(Annexel6).

L’acide ascorbique présente une valeur de CE50 bien plus faible (0,06 mg/ml). Alors, la
capacité des extraits des deux plantes Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum de réduire
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le Fer est largement inférieure a celle de 1’acide ascorbique ce qui confirme le fort pouvoir
antioxydant de 1’acide ascorbique.

Afin de renforcer et confirmer les résultats obtenus par le test de FRAP, nous avons complété
notre étude par le test DPPH, qui permet d’évaluer la capacité des extraits a piéger les radicaux
libres. Ce test nous a permis de déterminer et comparer les valeurs de IC50 pour chaque extrait
étudié.

Selon Bougandoura & Bendimerad (2012), les molécules antioxydantes comme l'acide
ascorbique, le tocophérol, les flavonoides et les tanins ont la capacité de réduire et de décolorer
le DPPH en raison de leur capacité a libérer I'hydrogeéne. Les composés phénoliques contenus
dans nos extraits sont probablement responsables de 1’activité antioxydante remarquable des
bourgeons floraux de Syzygium aromaticum tant qu’ils sont plus riches en ces composés par
rapport aux feuilles de Rosmarinus officinalis. Sachant que, l'activité antioxydante dépend non
seulement de la concentration, mais aussi de la structure et la nature des antioxydants (Falleh
et al., 2008).

Dans le but de mieux interpréter ces résultats, une comparaison a ¢été effectuée avec un
antioxydant de référence, I’acide ascorbique, largement reconnue par sa forte activité
antioxydante. La comparaison sera établie avec la valeur de IC50 de I’acide ascorbique
rapportées dans une autre €tude ayant suivi le méme protocole expérimental que le notre
(Kuramasamy et al., 2007). Plus la valeur d’IC50 est basse, plus I'activité¢ antioxydante d'un
compos¢ est grande (Hebi et Eddouks, 2016).

D’aprés les résultats ’IC50 obtenu pour I’acide ascorbique égale 4 5,01 png/ml (0,0050 I mg/ml).
La valeur obtenue pour cette molécule de référence, est bien inférieur a ceux des extraits donc,
elle présente une efficacité supérieure a piéger le radical libre DPPH.

11-2-Les tests biologiques réalisés in vivo :

L’activité phagocytaire joue un role essentiel dans la défense immunitaire, en permettant aux
cellules phagocytaires, telles que les macrophages, d’ingérer et de détruire les agents
pathogenes. L’encre de Chine est fréquemment utilisée comme modéle expérimental pour
évaluer cette activité, car elle est facilement reconnue par les cellules du systéme immunitaire.
Dans cette étude, nous nous intéressons a la capacité de certains extraits végétaux, notamment
ceux de Syzygium aromaticum et de Rosmarinus officinalis, a stimuler ou moduler I’activité
phagocytaire. Ces plantes sont reconnues pour leurs propriétés anti-inflammatoires et
antioxydantes, ce qui suggére un effet bénéfique potentiel sur la réponse immunitaire.

Les résultats obtenus avec 1’extrait de Rosmarinus officinalis, concernant 1’indice phagocytaire
dans le groupe traité (R-50 mg/kg), indiquent que cet extrait a favoris¢ une prolifération plus
importante des macrophages péritonéaux par rapport au groupe trait¢ avec la dose (R-25
mg/kg), qui a également présenté une activité phagocytaire, mais a un niveau inférieur a celui
observé avec la dose de 50 mg/kg.

Ainsi, I’extrait de Rosmarinus officinalis semble favoriser la production de TNF-a. Des
résultats similaires ont été rapportés par Collett et al., 2004 et Kunnumakkara et al., 2007,
qui ont montré que les composés polyphénoliques présents dans I’extrait peuvent stimuler la
chimiotaxie des macrophages, la phagocytose, I’activité antimicrobienne, 1’action des cellules
NK, ainsi que la prolifération des lymphocytes et la sécrétion d’interleukine-2.
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De plus, les études de Kim et al., 2003 ; Camacho-Barquero et al., 2007 ; Nonn et al., 2007
; Shakibaei et al., 2007 ont mentionné une implication des cytokines IL-1p, IL-8 et TNF-a
dans la modulation de la réponse immunitaire.

Les résultats obtenus avec 1’extrait de Syzygium aromaticum, a la dose de (G-50 mg/kg),
suggerent que cet extrait exerce des effets sur 1’état d’activation des macrophages au moment
de I’exposition. Il provoque notamment une inhibition de la production de TNF-a, PGE-2, et
module I’action de la COX-2.

Des résultats similaires ont été observés dans 1’étude de Pishkhan Dibazar S et al., 2014,
menée sur des cellules spléniques de souris cultivées avec des agents bloquant leur prolifération.
Les auteurs ont rapporté qu’apres 1’ajout de ’extrait de Syzygium aromaticum, la prolifération
des splénocytes stimulés a diminué. Ces splénocytes traités ont montré une suppression de la
libération d’IFN-y (62,17 + 5,93 ng/ml), accompagnée d’une induction de la sécrétion d’1L-4,
d’IL-10 et de TGF-P (a des concentrations allant de 0,1 a 1 000 pg/ml).

Ainsi, Syzygium aromaticum pourraient supprimer I’immunité cellulaire des lymphocytes T
(p <0,05), tout en améliorant les réponses immunitaires humorales (p > 0,05).

Alors, I’activité phagocytaire augmente avec 1’augmentation de la dose. En effet, plus la dose
administrée est €levée, plus la réponse phagocytaire est amplifiée. Dans notre étude, Syzygium
aromaticum a montré une activité phagocytaire plus €élevée que celle observée avec Rosmarinus

officinalis.

La demi-vie (T1/2) de I’encre de Chine dans 1’organisme des souris constitue un indicateur

pertinent pour évaluer la rapidité de son €limination par le systéme immunitaire, notamment
grace a I’activité des cellules phagocytaires.
Dans cette étude, nous avons examiné I’effet des extraits de Syzygium aromaticum et de
Rosmarinus officinalis sur cette élimination. Etant donné leurs propriétés immunostimulantes,
ces extraits pourraient accélérer la réponse phagocytaire. L’analyse des résultats permet de
mieux comprendre I’impact de ces plantes sur 1’efficacité du systéme immunitaire a éliminer
les particules étrangeres.

Le taux de clairance diminue avec 1’augmentation de la dose, comme cela a été¢ observé par
rapport au groupe témoin. Cette diminution de la concentration des particules d’encre de Chine
s’accompagne d’une augmentation de 1’indice phagocytaire K, traduisant une sensibilisation du
systéme phagocytaire.

La demi-vie (T1/2) chez les groupes injectés avec R-50 mg/kg et G-50 mg/kg est plus courte
que celle observée chez les groupes traités avec R-25 mg/kg et G-25 mg/kg, ce qui indique
qu’une dose plus élevée favorise une élimination plus rapide des particules d’encre de Chine.
L’effet est plus marqué avec 1’extrait de Syzygium Aromaticum, ce qui pourrait refléter une
différence dans la composition ou la puissance des composés actifs présents dans chaque extrait

Notre étude vise aussi a évaluer I’effet de ces extraits sur I’index phagocytaire corrigé (o), un
indicateur clé de I’activité phagocytaire des cellules immunitaires.
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Par comparaison, le groupe traité¢ avec G-25 mg/kg présente un indice phagocytaire proche de
celui observé avec G-50 mg/kg, mais légerement inférieur, ce qui confirme I’'idée que «
I’augmentation de I’activité phagocytaire corrigée a est corrélée a I’augmentation des doses des
traitements administrés chez les souris ».

Les résultats obtenus chez les groupes injectés avec G-50 mg/kg indiquent que Syzygium
aromaticum, en tant qu’antioxydant naturel, atténue 1’hépatotoxicité¢ induite par un agent
toxique, en l’occurrence l’encre de Chine dans notre étude. Cette évaluation repose
généralement sur ’analyse des biomarqueurs d’hépatotoxicité tels que I’ASAT, ’ALAT, la
PAL, ainsi que I’examen histopathologique (notamment le gonflement hépatique chez les
souris).

Ces observations rejoignent celles rapportées dans 1’étude de Sheweita, S. A. et al., 2016, qui
visait a évaluer le rdle des huiles essentielles, notamment Syzygium aromaticum, dans la
réduction de la toxicité du cyclophosphamide, un médicament connu pour inhiber les activités
de la superoxyde dismutase (SOD), de la glutathion réductase (GR) et de la catalase (CAT),
ainsi que I’expression protéique de la glutathion S-transférase (GSTm) et de la glutathion
peroxydase (GPx).La combinaison de Syzygium aromaticum avec le traitement a permis de
restaurer les activités enzymatiques antioxydantes (SOD, CAT, GR, GST, GPx) perturbées par
le cyclophosphamide.

Concernant les souris traitées avec R-25 mg/kg, I’indice phagocytaire est similaire a celui
observé avec R-50 mg/kg, mais légerement réduit, ce qui confirme également que 1’activité
phagocytaire corrigée a augmente avec les doses administrées.

Les composés bioactifs de Rosmarinus officinalis semblent également capables d’atténuer
I’hépatostéatose induite soit par certaines pathologies, soit par des effets secondaires
médicamenteux. Dans le cadre de notre étude, 1’agent toxique utilisé était I’encre de Chine.

Cette conclusion est en accord avec I’¢tude de Rong Mei Zuo et al., 2022, qui a montré que
Rosmarinus officinalis améliore l'accumulation lipidique hépatique en inhibant les genes
responsables de la synthese des lipides dans les cas d’hépatostéatose. De plus, cet extrait réduit
I’infiltration des cellules immunitaires induite par la consommation d’alcool, laquelle entraine
une augmentation des taux sériques d’ALAT et d’ASAT. Le traitement avec Rosmarinus
officinalis a conduit a une diminution significative de ces parametres hépatiques, témoignant
de ses propriétés hépatoprotectrices.

Ainsi, les résultats de notre étude mettent en évidence une différence notable dans I’effet
immunostimulant des extraits testés. En effet, I’extrait de Syzygium aromaticum a montré une
capacité plus marquée a stimuler I’activité phagocytaire comparativement a Rosmarinus
officinalis. Cette différence est particulierement évidente a travers 1’index phagocytaire corrigé
(o), qui s’est révélé significativement plus €levé chez les souris traitées avec Syzygium
aromaticum.

Ce résultat suggere que les composés bioactifs, notamment 1’eugénol présent dans Syzygium
aromaticum, pourraient jouer un réle clé dans I’activation des mécanismes de défense
immunitaire. A I’inverse, bien que Rosmarinus officinalis posséde également des propriétés
immunomodulatrices, son effet sur I’index phagocytaire semble moins prononcé dans le modele
expérimental utilisé.

46



‘.= Conclusion et -

=

perspectives




Conclusion et perspectives

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a regu un grand intérét dans
la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la recherche d’une
meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires. Les extraits naturels
issus des plantes contiennent une variété de composés phénoliques qui posséde des propriétés
antioxydantes et immunitaires

Dans ce contexte de recherche de nouvelles molécules naturelles, nous nous sommes
intéressés a effectuer une étude phyto-chimique sur la plante médicinale Syzygium aromaticum
et Rosmarinus officinalis, ainsi une évaluation des activités antioxydantes et [’effet
immunomodulateur de 1'extrait aqueux de ces plantes.

e [’¢tude phytochimique de l'extrait de Syzygium aromaticum et Rosmarinus officinalis
a montré que les deux extraits sont riches en composés phénoliques et en flavonoides.

e ['¢tude de l'activité¢ antioxydante de l'extrait aqueux dans les différents tests utilisés
(DPPH, FRAP) a montré que l'extrait des deux plantes poss€de une capacité d'inhibition
des radicaux libres, et cela est di a la qualité des phénols et des flavonoides présentes
dans les extraits.

e Les résultats de 1'étude in vivo ont clairement indiqué que le prétraitement des souris a
deux doses croissantes avec l’extrait de deux plantes a montré que Syzygium
aromaticum possede un effet immunomodulateur plus élevés que celui de Rosmarinus

officinalis.
Perspectives

% Développer des formulations a base de ces extraits pour la prévention ou le traitement
de maladies chroniques (diabéte, maladies cardiovasculaires, infections...).

+» Identifier et quantifier précisément les différents types de polyphénols présents dans ces
plantes a 1’aide de techniques avancées (HPLC, spectrométrie de masse...).

% Etudier I'usage des extraits de Syzygium aromaticum et de le Rosmarinus officinalis
comme conservateurs naturels, antioxydants alimentaires ou ingrédients dans les
produits cosmétiques.

*» Lancer des essais cliniques pour valider les effets bénéfiques des polyphénols de ces
plantes sur la santé humaine.
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Annexel : préparation de Na2Co3 (7,5%)
- Na2Co3 :7,5¢g
-Eau distillée :100ml
Annexe2 : préparation de AICI3 (2% dans le méthanol)

- AlCI3 :2¢g
- Méthanol :100ml

Annexe3 : préparation de la vanilline (4% dans le méthanol)
- vanilline :2g
- Méthanol :100ml

Annexe4 : préparation de tampon phosphate a 0,2 M (pH 6,6)
-NaH:PO4 :24g —

-Eau distillée :1L )
-Na:HPO. :28,4g /

-Eau distillée ;1L

Me¢lange des deux solutions jusqu’a atteindre pH 6,6

AnnexeS : préparation de ferricyanure de potassium 1%

-Ferricyanure de potassium :1g
-Eau distillée :100ml
Annexe6 : préparation de TCA (10%)
-TCA :10g
-Eau distillée :100ml

Annexe7 : préparation de FeClI3 (0,1%)

-FeCL: : 0,1¢.
-Eau distillée :100ml
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Annexe8 : Protocole du dosage des polyphénols totaux

200ul de l'extrait (4mg/ml) est mélangé avecl ml du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué
dix fois dans de 1'eau distillée).

Apres quatre minutes, 800ul de Na2Co3 (7,5%) sont ajoutés. Suite a une agitation, le
mélange est mis a 'ombre pour une incubation de deux heures.

Un spectrophotometre mesure 1'absorbance a 765mm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage €tablie avec I’acide gallique (0-200 pg /ml).

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par un
milligramme de I’extrait (ug Eq AG/mg d’extrait).

Annexe9 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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Annexel0 : Protocole du dosage des flavonoides

Iml de I'échantillon (préparé dans I'eau distillée pour l'extrait AQ) est ajouté a Iml de la
solution d'AICI3 (2% dans le méthanol).

Un spectrophotomeétre mesure 'absorbance du produit jaune a 430 nm.

Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine (0-35 pg/ml) et sont exprimées en microgramme d’équivalent
de quercétine par miligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

Annexell : Courbe d’étalonnage de la quercétine
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Annexel?2 : Protocole du dosage des tanins condensés

Pour chaque 400ul de 1'échantillon ou du standard,

on ajoute 3ml d'une solution de vanilline (a 4% dans le méthanol) et 1,5 ml d'acide
hydrochlorique concentré.

On incube le mélange pendant 15 minutes et on mesure l'absorbance a 500 nm.

Les concentrations des tanins condensés sont déduites a partir des gammes d’étalonnage
¢tablies avec la catéchine (0-300pg/ml), et sont exprimées en microgramme
d’équivalent catéchine par milligramme d’extrait (ug ECT/mg).

Annexel3 : Courbe d’étalonnage de la catéchine
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Annexel4 : Le protocole expérimental utilisé dans le test de FRAP

Un millilitre de l'extrait, en diverses concentrations est combiné avec 2,5 ml d'une
solution tampon phosphate a 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d'une solution de ferricyanure de
potassium K3Fe(CN)6 a 1%. Le tout est incubé dans un bain-marie a une température
de 50°C pour une durée de 20 minutes.

on ajoute 2.5 ml d'acide trichloracétique a 10% pour interrompre la réaction.

Les tubes sont soumis a une centrifugation a 3000 tours/minute pendant une durée de
10 minutes.

Une portion (2,5ml) du surnageant est mélangée avec 2,5ml d'eau distillée et 0,5ml d'une
solution d'FeClI3 en phase aqueuse a 0,1%.

On mesure l'absorbance du milieu réactionnel a 700 nm. Le blanc est préparé de maniére
similaire, ou l'extrait est substitué par de I'eau distillée ou du méthanol.

Annexel5 : Le protocole expérimental utilisé dans le test de piégeage de DPPH

Brievement, 1 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,2 mM) a été mélangé avec
1ml de différentes dilutions des extraits de plante (0-1 mg/ml).

Le mélange obtenu est ensuite gardé a 1’abri de la lumiere a la température ambiante
pendant 30 minutes. Puis 1’absorbance est mesurée a 517 nm

La décroissance de 1’absorbance est mesurée au spectrophotométre et le % PI
(pourcentage d’inhibition) est calculé suivant la formule ci-dessous :
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densite optique du blanc—dansite Optique de lréchantillion %100
densite optique du blanc

% PI =

e La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations
qui correspondent a 50 % d’inhibition (IC50); 1a valeur d’IC50 la plus faible correspond
a I’efficacité de I’extrait la plus €levée. La valeur de I’'IC50 est exprimée en pg/ml

Annexel6 : Pouvoir réducteur de I’acide ascorbique.

Courbe du pouvoire réducteur d'acide ascorbique
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Annexel7 : préparation de la solution d'encre de carbone

-3 ml d'encre chine

-4 ml de NaCl
-4 ml de solution de gélatine a 3% (3g dans 100 ml eau distillée)
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Résumeé :

L’impact du stress oxydatif et de la perturbation du systéme immunitaire est de plus en plus reconnu dans
la genese de nombreuses maladies. Ce probléme a stimulé un intérét accru pour I’étude des plantes
médicinales contenant des molécules aux propriétés biologiques. Cette étude a pour objectif d’évaluer
’activité antioxydante et I’impact des plantes Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum sur la
modulation du systéme immunitaire, afin de mieux comprendre leur potentiel thérapeutique.

Les extraits aqueux de ces plantes ont €té préparés et soumis a différents tests in vitro et in vivo. Une
analyse quantitative basée sur le dosage des polyphénols totaux, flavonoides, et des tanins a révélé une
richesse remarquable en composés bioactifs pour la plante Syzygium aromaticum dont les valeurs sont :
polyphénols totaux (73.62+10.7), les flavonoides (13.88+2.9) et les tanins (0.017+0.001) surpassant
largement celle de Rosmarinus officinalis dont Is valeurs sont : polyphénols totaux (71.8 £12.6), les
flavonoides (8.42+0.9) et les tanins (0.014+0.001).

L’évaluation du potentiel antioxydant a été effectuée par deux méthodes in vitro : FRAP, DPPH. Les
données obtenues soulignent le potentiel antioxydant important de la plante Syzygium aromaticum justifiant
son intérét dans la prévention des désordres liés au stress oxydatif. Cette activité est attribuée probablement a
sa richesse en composés phénoliques.

In vivo, I’effet immunomodulateur de Rosmarinus officinalis et Syzygium aromaticum a été évalué a I’aide
d’un mode¢le murin. Les extraits aqueux des deux plantes ont été administrés a des souris a deux doses
distinctes (25 mg/kg et 50 mg/kg). L évaluation portée sur I’activité phagocytaire, t'% et le poids des organes
actifs suggere que le girofle posseéde un effet immunomodulateur plus puissant.

En conclusion, la plante médicinale Syzygium aromaticum semble plus efficace que Rosmarinus officinalis
en raison de sa capacité antioxydante accrue et son role notable dans la régulation des réponses immunitaires
et sa richesse en composés actifs, tout cela rend la plante prometteuse pour 1’'usage thérapeutique.

Mots clés : Stress oxydatif, Polyphénols totaux, Flavonoides, Tanins, Effet immunomodulateur, Antioxydante,
Rosmarinus officinalis, Syzygium aromaticum, Composés actifs.
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