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ABSTRACT: Aromatic and medicinal plants are a source of biologically active secondary metabolites such as polyphenols.
These substances have many biological properties, such as antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant ones. The aim of
our work is to valorize two aromatic and medicinal plants growing wild in Moroccan Eastern High Atlas through quantifying
phenolic compounds of both species and evaluation of extracts’ antioxidant activity. These species are Rosmarinus officinalis
and Thymus satureioides

Both plants were subjected to a phytochemical screening to highlight their secondary metabolites’ qualitative composition.
This analysis shows the presence of flavonoids, tannins, saponins, sterols and triterpenes, free anthraquinones and catechols.
But alkaloids, carotenoids and reducing compounds were not observed.

Total polyphenols extraction was made by maceration in methanol 80%. Yields were approximately 13.06% and 11.66% for
Rosmarinus officinalis and Thymus satureioides. Then, methanol’s crude extract was fractionated using successively three
organic solvents of various polarities: chloroform, ethyl acetate and n-butanol.

Polyphenol dosage with Folin Ciocalteu’s reagent showed that ethyl acetate fractions of both species Rosmarinus officinalis
and Thymus satureioides, are more rich in phenolics than the other fractions.

Antioxidant activities of ethyl acetate extracts by DPPH test were quantified by spectrophotometry and 50% inhibitory
concentrations’ values (IC50) were determined graphically. They were equal to 103,86ug / ml and 109,98ug / ml for
Rosmarinus officinalis and Thymus satureioides respectively. The concentration 52,5ug / ml was obtained for ascorbic acid
used as a reference.

In this present study, fractionation method with solvents used in polyphenols’extraction indicates phenolics richness of both
species. These substances have an important antioxidant power.

KEYWORDS: Antioxidant activity, polyphenols, extracts, ethyl acetate.

RESUME: Les plantes aromatiques et médicinales représentent une source de métabolites secondaires biologiquement actifs
tels que les polyphénols. Ces substances présentent plusieurs propriétés biologiques, telles que les activités
antimicrobienne, anti-inflammatoire et antioxydante. L'objectif de notre travail est la valorisation de deux plantes
aromatiques et médicinales poussant a I'état spontané dans le Haut Atlas Oriental du Maroc par la quantification des
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teneurs en composés phénoliques de ces deux espéces et I'évaluation de I'activité antioxydante de leurs extraits, il s’agit de
Rosmarinus Officinalis, et Thymus Satureioides.

Les deux plantes ont été soumises a un criblage phytochimique pour mettre en évidence leur composition qualitative en
métabolites secondaires. Cette analyse montre la présence des flavonoides, des tanins, des saponosides, des Stérols et des
triterpenes, des anthraquinones libres et des catéchols. Mais il a été observé |'absence des alcaloides, des Caroténoides et
des composés réducteurs.

L’extraction des polyphénols totaux a été faite par macération en présence du méthanol a80%. Le rendement est de |'ordre
de 13,06 % pour Rosmarinus Officinalis et 11,66% pour Thymus Satureioides. Ensuite, le fractionnement de I'extrait
méthanolique brut a été mené en utilisant successivement trois solvants organiques de polarités différentes : le
chloroforme, I'acétate d’éthyle et le n-butanol.

Le dosage des polyphénols par la méthode de Folin Ciocalteu a montré que les fractions d’acétate d’éthyle de deux espéces
Rosmarinus Officinalis et Thymus Satureioides, sont plus riches en composés phénoliques que les autres fractions.

Les activités antioxydantes des extraits d’acétate d’éthyle par le test de DPPH ont été quantifiées par spectrophotométrie, et
les valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (CI50) ont été déterminées graphiquement. Elles sont égales
a 103,86ug/ml et 109,98ug/ml pour Rosmarinus Officinalis et Thymus Satureioides respectivement, contre 52,5ug/ml pour
I’acide ascorbique utilisé comme référence.

Dans cette présente étude, la méthode d’affrontement par les solvants appliquée dans |’extraction des polyphénols indique
une richesse de ces deux espéces en composés phénoliques. Ces substances sont dotées d’un pouvoir antioxydant
important.

MoOTs-CLEFS: Activité antioxydante, polyphénols, extraits, acétate d’éthyle.

1 INTRODUCTION

Ces dernieres années, plusieurs recherches scientifiques ont été développées pour I'extraction, I'identification et la
quantification des antioxydants naturels a partir des substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les produits
agroalimentaires.

Les plantes aromatiques et médicinales constituent une grande source d’antioxydants et d’antibactériens naturels pour
I'industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique. L'oxydation des lipides dans les produits alimentaires induit non
seulement une diminution de la valeur nutritive de I'aliment, mais aussi des effets reconnus nuisibles pour le consommateur
et qui peuvent étre associés a des risques de plusieurs maladies chez I'"homme [1], [2]. La présence d’antioxydants dans
I'alimentation est devenue essentielle pour la qualité et la sécurité de I'aliment. Les effets négatifs des antioxydants
synthétiques encouragent a leur substitution par des agents naturels. Des investigations scientifiques ont été effectuées sur
des polyphénols qui ont été isolés et caractérisés dans certaines plantes aromatiques et médicinales.

Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a I'étude des extraits de deux plantes spontanées du haut Atlas Oriental
du Maroc, il s’agit de Rosmarinus Officinalis, et Thymus Satureioides.

Le romarin (Rosmarinus officinalis) est une plante de la famille des Lamiacées poussant a I'état spontané sur le pourtour
méditerranéen. Elle se présente sous forme d’arbuste, sous arbrisseau ou herbacée mesurant environ de 0.8 a 2m de
hauteur [3]. Cette plante affectionne les régions arides et seches, les collines et montagnes peu élevées ainsi que les
substrats calcaires, schisteux, argileux et rocailleux [4]. Son utilisation depuis I'antiquité dans la médecine traditionnelle se
justifie par ses propriétés antiseptiques [5], antirhumatismale [6], anti-inflammatoire, antispasmodique [5], [7],
antimicrobienne et anti hépatotoxique [8]. Son appréciation en tant qu’épice aussi bien pour |'assaisonnement que pour la
conservation des produits alimentaires [9]. est soutenue par son activité anti-oxydante tres élevée [10].

Thymus Satureioides connu localement sous le nom commun "Zaetra" en arabe et "Azoukeni" en berbere est 'une des
plantes les plus utilisées comme épices et extraits a fort pouvoir antibactérien et anti inflammatoire dans la pharmacopée
traditionnelle. En effet, cette espéce est trés utilisée en médecine traditionnelle sous plusieurs formes : les feuilles sont
utilisées en infusion contre la toux, en décoction pour guérir les maux de téte, hypertension et gastrites, en usage externe
comme cicatrisants et antiseptiques. Son action antiseptique s’exerce également sur le systéme digestif et notamment en cas
de diarrhée et il est aussi vermifuge [11], [12]. Au Maroc, le genre Thymus est représenté par 21 espéces dont 12 sont
endémiques [13].
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L'objectif de notre travail est de quantifier les teneurs en composés phénoliques des extraits de Rosmarinus Officinalis et
Thymus Satureioides et d’évaluer leur pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH.

2  MATERIELS ET METHODES
2.1 MATERIEL VEGETAL

Rosmarinus Officinalis et Thymus Satureioides ont été récoltées ; au moment de leur floraison (mois de mars et mai 2013
pour R. Officinalis et T. Satureioides respectivement) ; dans la commune rurale Mzyzle a 15Km de Rich au Haut Atlas oriental
du Maroc. Ensuite, Ils ont été séchés a 'ombre pendant une dizaine de jours. L'identification botanique des espéces a été
réalisée au laboratoire de Floristique de I'Institut Scientifique a Rabat.

2.2 ETUDE PHYTOCHIMIQUE
2.2.1 SCREENING PHYTOCHIMIQUE

La phytochimie qualitative, basée sur des réactions de coloration et de précipitation par des réactifs chimiques
spécifiques, a été réalisée sur des extraits des deux especes.

Les tests de caractérisation de différents groupes chimiques ont été effectués selon le protocole de DOHOU et al [14] ;
JUDITH [15]; DIALLO [16] ; BEKRO [17] ; Bruneton [18] et N'Guessan et al [19].

Les extraits nécessaires ont été obtenus par extraction avec les solvants suivants: I'éther de pétrole, le méthanol,
I’éthanol, le chloroforme et I'eau distillée.

Le criblage phytochimique s’est basé aussi sur I'utilisation de plusieurs réactifs. La recherche des alcaloides a été assurée
par le réactif de Dragendorff. La caractérisation des tanins catéchiques s’est effectuée par I'alcool isoamylique et I'acide
chlorhydrique et les tanins galliques par le réactif de Stiasny, I'acétate de sodium et le chlorure ferrique. Pour détecter les
stérols et les triterpénes, nous avons employé I'anhydride acétique et I'acide sulfurique concentré. L'alcool chlorhydrique
dilué, les copeaux de magnésium et I'alcool isoamylique ont été utilisés pour rechercher les flavonoides. Le chloroforme,
I'ammoniaque diluée et I'acide chlorhydrique ont permis de rechercher les substances quinoniques.

2.2.2 PREPARATION DES EXTRAITS

L’extraction des polyphénols a été effectuée a froid par macération de 30g de la poudre végétale (feuilles et sommités
fleuries) dans 200ml du méthanol en solution (80%) pendant 48heures. Les filtrats obtenus ont été soumis a une évaporation
sous vide a 50 °C.

LE FRACTIONNEMENT

L’extraction des polyphénols a été réalisée selon la méthode de Bruneton [20] avec une légére modification. Elle est
basée sur le degré de solubilité des poyphénols dans les solvants organiques. Le fractionnement de [ 'extrait
hydrométhanolique brut a été mené en utilisant successivement trois solvants organiques de polarités différentes; le
chloroforme, I'acétate d’éthyle et le n-butanol. En plus de la fraction hydrométanolique (Fo), nous avons récupéré quatre
fractions, la fraction chloroformique (F,), la fraction d’acétate d’éthyle (F,), la fraction butanolique (F;) et la fraction aqueuse
(F4), les différents extraits ont été conservés jusqu’a leur utilisation. La Figure 1, résume les étapes de fractionnement de
I'extrait brut.
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Figure 1 : les étapes de fractionnement des polyphénols

223 DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX

La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Folin—Ciocalteu [21].

Dans une fiole jaugée de 100ml, une quantité de 40 ul de chaque extrait est mélangée avec 1,5ml de réactif de Folin—
Ciocalteu a 10% et 1,5ml d’une solution aqueuse de carbonate de sodium a 7,5% (m/v). Ensuite, la fiole est complétée avec
de I'eau distillée puis laissé pendant 30 minutes a température ambiante, et la lecture est effectuée contre un blanc a I'aide
d’un spectrophotometre (UV mini-1240) a 765 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes
conditions opératoires en utilisant I'acide gallique comme contréle positif. Les résultats sont exprimés en milligramme
équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg GAE/g)
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23 EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

= TesTAUDPPH
PRINCIPE :

Le composé chimique 2,2- diphényl -1-picrylhydrazyle (DPPH) possede un électron non apparié sur un atome du pont
d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres et restent dans leur forme
monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur bleue violette bien
caractéristique de la solution de DPPH. La mesure de I'efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration bleue due a une recombinaison des radicaux DPPH, mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm [22]. En
présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphényl- 1- picryl hydrazyle ) de couleur violette se réduit en 2,2
diphényl -1- picryl hydrazine de couleur jaune ( Maataoui et al ., 2006 ).

PROTOCOLE :

200ul de chaque solution éthanolique de la fraction d’acétate d’éthyle obtenue avec I'acétate d’éthyle F2 (F2 étant la
fraction la plus riche en polyphénols, figures 2 et 3) a différentes concentrations (16 ; 32 ;48 ;64 ;80;96; 112 ; 128; 144;
160 ; 176 et192pg/ml) sont ajoutés a 2,8 ml de la solution éthanolique du DPPH (0,024g/l). Parallélement, un contréle négatif
est préparé en mélangeant 200ul de I'éthanol avec 2,8 ml de la solution éthanolique de DPPH. La lecture de I'absorbance est
faite contre un blanc a 515nm aprés 30 min d’incubation a I'obscurité a température ambiante. Le contrdle positif est
représenté par une solution d’un antioxydant standard, I'acide ascorbique dont I'absorbance a été mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons et pour chaque concentration. Le test est répété trois fois. Les résultats ont été exprimés en
pourcentage de réduction de DPPH (P1%).

P1% = [(Abs contrdle — Abs test)/Abs contrdle] x 100

Les valeurs des concentrations pour inhiber ou réduire 50% de la concentration initiale du DPPH (CI50) ont été
déterminées graphiquement par la régression linéaire.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les résultats sont souvent portés par
rapport a un antioxydant de référence, comme I'acide ascorbique.

3 RESULTATS ET DISCUSSIONS
3.1 CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

Les résultats du criblage phytochimique pour les deux espéces sont résumés dans le tableau 1.
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Tableau 1: Résultats du criblage phytochimique des extraits du Rosmarinus Officinalis et Thymus Saturioides

himi Résultats
Groupe chimique R.Officinalis T.Saturioides
Alcaloides - -
Flavonoides ++ ++
Anthocyanes - -
Leucoanthocyanes - -
Catéchols ++ ++
Tanins galliques ++ ++
Tanins catéchiques + -
Saponosides ++ (IM=230) ++ (IM=142)
Stérols et triterpénes ++ ++
Anthraquinones libres ++
Anthraquinones combinées +
Composés réducteurs - -
Mucilages ++ -
Hétérosides cardiotoniques + +
Caroténoides - -
Oses et holosides - -
Tétrahydrocannabinols - -

(+) : présence ; (++) : abondance ; (-) : absence

Les résultats des tests de caractérisation phytochimique pour les deux espéces ont permis de mettre en évidence la
présence des flavonoides, des tanins, des Stérols et triterpenes, des saponosides, des anthraquinones libres, Hétérosides
cardiotoniques et des catéchols. Mais il a été observé I'absence des alcaloides, des composés réducteurs, Caroténoides, Oses
et holosides, Tétrahydrocannabinols et des coumarines. D’un autre coté les mucilages ont été présents dans Rosmarinus
Officinalis par contre ils ont été absents dans Thymus Satureioides.

La richesse du Rosmarinus et du Thymus en stérols explique leur effet diurétique. D’autre part, les anthracénosides ont
un effet irritant et laxatif sur le gros intestin cela explique I'effet stomachique du Romarin.
3.2 RENDEMENTS DES EXTRAITS

Les rendements des extraits hydrométhanoliques bruts de R. Officinalis et de T.Satureioides sont respectivement de
I'ordre de 13,6% et 11,66% (tableau 2).

Pour le fractionnement des extraits bruts de deux especes, les résultats montrent que la fraction butanolique représente
le rendement le plus élevé (5,84% ; 5,31%) suivi de la fraction aqueuse (2,25% ; 2,93%) puis la fraction d’acétate d’éthyle
(1,24% ; 2,2%). Par contre, le rendement le plus faible est obtenu avec la fraction chloroformique (1,06% ; 1,1%) pour R.
Officinalis et T.Satureioides respectivement.

Les rendements sont calculés par rapport a 1g de la matiére seche.

Tableau 2 : Rendements des extraits et des fractions de Rosmarinus Officinalis et Thymus Satureioides.

Rendements des extraits et des fractions (%)
Fraction

Espéce végétale . Fraction b . Fraction Fraction
Extrait brut chloroformique d'acétate butanolique aqueuse
d’éthyle
R. Officinalis 13,6 1,06 1,24 5,84 2,25
T.Satureioides 11,66 1,1 2,2 5,31 2,93
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3.3 TENEURS EN PHENOLS TOTAUX

La spectrophotométrie UV/Visible a permis de quantifier le taux des polyphénols présents dans les extraits préparés des
deux plantes, les résultats sont représentés dans les figures 2 et 3.
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Figure 2 : Teneurs en polyphénols des fractions de Rosmarinus Officinalis exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par
gramme d’extrait (mg eqAG/g).
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Figure 3 : Teneurs en polyphénols des fractions de Thymus Satureioides exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par
gramme d’extrait (mg eqAG/g).

Les résultats obtenus montrent que les deux plantes sont riches en polyphénols avec une teneur en phénols totaux pour
toutes les fractions qui varie entre 21,66+2mg et 185,71+4mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait.

Nous constatons aussi que les fractions d’acétate d’éthyle renferment des concentrations assez élevées en polyphénols
par rapport aux autres fractions pour les deux espéces. Par ailleurs nous remarquons que la concentration des polyphénols
dans la fraction d’acétate d’éthyle de Rosmarinus Officinalis (185,714 mgeqAG/g) est plus grande que celle de Thymus
Satureioides (99,16%3,5 mgeqAG/g) (Figure 2 et Figure 3).
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Nos résultats sont proches a ceux de [23] dont les concentrations en polyphénols pour I'extrait brut de Rosmarinus
Officinalis sont entre 34.1 et 119 mgeqAG/g.

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant la croissance de la plante. Ceci peut étre lié aux
conditions climatiques (la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des
métabolites secondaires tels que les polyphénols [24], [25].

La teneur phénolique d'une plante dépend aussi d'un certain nombre de facteurs tels que, les conditions climatiques, le
moment de la récolte, le solvant d’extraction, les conditions de stockage [26].

3.4 ACTIVITE ANTIOXYDANTE

LES RESULTATS OBTENUS LORS DU TEST DE MESURE DE POURCENTAGE D’INHIBITION DU RADICAL DPPH SONT ENREGISTRES DANS LA FIGURE 5.
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Figure 5 : Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des fractions d’acétate d’éthyle de Rosmarinus officinalis et

Thymus Satureioides.
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Figure 6 : Concentrations de réduction de 50% de DPPH.
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Les résultats obtenus montrent que la fraction d’acétate d’éthyle de Rosmarinus officinalis et celle de Thymus
Satureioides présentent des activités antioxydantes trés importantes, avec des Clsy de 103,86+3,5ug/ml et 109,98+3ug/ml
pour Rosmarinus officinalis et Thymus Satureioides respectivement. Ces activités sont inférieures a celle de I’acide ascorbique
pris comme antioxydant de référence (Cls=52,5+1,5ug/ml).

Une valeur faible d’CI50 indique une activité antioxydante forte.

Nous constatons aussi que I'extrait d’acétate d’éthyle de Rosmarinus officinalis a présenté une activité plus élevée que
celle de Thymus Satureioides.

D’un autre c6té, nous notons qu’il ya une corrélation entre la concentration des polyphénols et I'activité antioxydante, ce
qui confirme que les polyphénols sont des antioxydants puissants capables d’inhiber la formation des radicaux libres et de
s’opposer a I'oxydation des macromolécules. Ces résultats sont conformes a ceux de plusieurs auteurs qui ont rapporté une
telle corrélation positive entre le contenu phénolique total et I'activité antioxydante [27], [28], [29], [30]. En effet [24] a
montré que l'activité antioxydante ne dépend pas seulement de la concentration des polyphénols, mais également de la
nature et la structure des antioxydants dans I'extrait. Généralement, les polyphénols ayant un nombre élevé des
groupements hydroxyles présentent une activité antioxydante trés importante [31], [32].

4 CONCLUSION

Dans ce travail, nous avons essayé de quantifier les teneurs en polyphénols dans les deux espéces Rosmarinus officinalis
et Thymus Satureioides. Nous avons constaté que les deux plantes sont riches en métabolites secondaires, en particulier en
polyphénols avec des teneurs qui varient entre 21,6mg et 185,71mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait pour
toutes les fractions de ces deux plantes.

L’étude in vitro de I'activité antioxydante par la méthode de DPPH a montré que les fractions d’acétate d’éthyle des deux
especes ont une grande capacité de piéger le radical DPPH avec des concentrations inhibitrices responsables de 50% de
I'activité antiradicalaire (CI50) de I'ordre de 103,86+3,5ug/ml et 109,98+3ug/ml pour Rosmarinus officinalis et Thymus
Satureioides respectivement. D’autres recherches complémentaires sont en cours, nécessaires pour caractériser et identifier
les molécules bioactives présentes dans toutes les fractions des deux plantes par I'analyse HPLC.
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