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Introduction 
L’homme utilise depuis des millénaires des plantes médicinales pour se faire soigner. 

Si les médicaments (synthétiques) ont remplacé largement les plantes, il en demeure que 

plus de la moitié de la population mondiale     (en particulier la population africaine) continu 

à utiliser ces plantes. L’activité grandissante des boutiques parapharmaceutiques en est une 

preuve. 

Aujourd’hui, le développement de  la  résistance  microbienne  aux  antibiotiques  et  

la toxicité  des  antioxydants  synthétiques  ont  conduit  les  chercheurs  à  puiser  dans  le  

monde végétal  et  particulièrement  les  plantes  aromatiques  et  culinaires  en  quête  de  

molécules naturelles  efficaces  et  dénuées  de  tout  effet    adverse.  Cela  tient  

principalement  au  fait  que  le règne végétal représente une source importante de molécules 

bioactives. Cette matière végétale contient  un  grand  nombre  de  molécules  qui  ont  des  

intérêts  multiples mis  en  faveur  de l’industrie  agroalimentaire  (additifs,  colorants,  

arômes,  agents  de  conservation)  et pharmaceutique.  Parmi  les  composés,  on  peut  citer  

les  coumarines,  les  alcaloïdes,  les  acides phénoliques, les tannins, les terpènes et les 

flavonoïdes  (Bahorun et al., 1996). 

L’Algérie est considérée comme un pays riche en plantes aromatiques et médicinales 

susceptibles  d’être  utilisées  dans  différents  domaines  (pharmacie,  parfumerie,  

cosmétique, agroalimentaire) pour leurs propriétés thérapeutiques, organoleptiques et 

odorantes (Quézel et Santa,  1962).  

Les  principaux objectifs de ce travail sont la détermination des composés chimique 

de la marjolaine, et l’évaluation du pouvoir anti radicalaire d’extrait hydro alcoolique   de 

cette plante. 

Ce manuscrit est composé de trois parties. Il est commencé par la synthèse 

bibliographique qui est structuré comme suit : 

 Le premier chapitre traite des généralités de la phytothérapie et les plantes 

médicinales. 

 Le deuxième chapitre est consacré par la plante étudiée (Origanum 
majorana). 

 Le troisième chapitre est porté sur l’activité antioxydante. 

La partie expérimentale est axée sur :  

- Un screening phytochimique de la plante Origanum majorana, 

 - Extraction de l’extrait hydro alcoolique, 
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  - Dosage des polyphénols totaux, 

- Chromatographie sur couche mince 

Et enfin une étude biologique in vitro visant à évaluer le pouvoir antioxydant d’extrait 

hydro alcoolique par le test du piégeage du radical libre DPPH, test TBA et le test de 

neutralisation H2O2. 

  La troisième partie a présenté les résultats obtenus amplement discutés. Le manuscrit 

est achevé par une conclusion et les perspectives envisagées.



 

 

 

 

 

Première partie 
Synthèse bibliographique 

 
 
 

 

 



 

 

 

 

 

Chapitre N° 1 
Phytothérapie
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1- Généralités sur la phytothérapie  

      On qualifie une plante médicinale toute plante possédant des propriétés agissant sur 

l’organisme humain ou animal de façon bénéfique. Les plantes médicinales sont utilisées en 

médecine naturelle. Généralement, seule une partie de la plante est utilisée, que ce soit le 

bulbe, les racines, les feuilles, les graines, les fruits ou les fleurs. La branche de la médecine 

qui utilise des plantes médicinales est appelée phytothérapie (Delaveau, 2003). 

     Etymologiquement, le terme «  phytothérapie » se décompose en deux termes distincts 

qui sont « phuton » et « therapeia » et qui signifient respectivement « plante » et 

« traitement » de par leur racine grecque.  

      La phytothérapie est donc une thérapeutique destinée à traiter certains troubles 

fonctionnels et certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes et de 

préparations à base de plantes. C’est une thérapeutique inspirée de la médecine traditionnelle 

basée  sur un savoir empirique enrichi au fil des générations. C’est ce qu’on appelle la 

« phytothérapie  traditionnelle » qui est toujours grandement utilisée dans certains pays qui 

perpétuent les usages de leurs ancêtres (Gruffat X, 2017). 

      Ce savoir empirique s’est ensuite transformé en analyse botanique pour déterminer 

par quel mécanisme d’action les plantes pouvaient agir, et quelles étaient les molécules ou 

les constituants responsables de cet effet thérapeutique. 

      Aujourd’hui la phytothérapie se décline sous plusieurs formes en fonction de la 

méthode d’extraction de la drogue végétale : 

     - Les tisanes   

     - Les formes sèches : gélules et comprimés à avaler  

     - Les formes liquides : sirops, macérats, teintures et extraits fluides  

     - Les pommades, crèmes et onguents   

2. Plantes médicinales  

      D’après la Xème  édition  de  la  Pharmacopée  française,  les  plantes  médicinales  

"sont  des drogues  végétales  au  sens  de  la  Pharmacopée  européenne  dont  au  moins  

une  partie  possède des propriétés médicamenteuses". Ces plantes médicinales peuvent 

également  avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques (Debuigne, 1974). 

      On  peut  distinguer  deux  types  de  plantes  médicinales :  En  premier   lieu   se   

trouve l'allopathie  dans  laquelle  les  plantes  ont  une  action  importante  et  immédiate.  

Beaucoup  des plantes utilisées dans ce mode de traitement peuvent s’avérer toxiques. En
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effet deux tiers des médicaments sur le marché sont d'origine naturelle, principalement 

végétale (Moreau, 2003).Puis  on  différencie les plantes dépourvues d’effet iatrogène mais 

ayant une activité faible. Elles sont utilisées en l'état ou dans des fractions réalisant le totum 

de la plante, soit la totalité des constituants (Moreau, 2003). 

3.  Totum  

      Le  terme  de  "totum"  désigne l’ensemble des constituants de  la  plante  supposés 

actifs,  agissant  en  synergie  et  par  complémentarité  pour  moduler,  modérer  ou  renforcer 

l’activité de  la drogue (Institut  Européen  des  Substances  Végétales, 15/10/08). La 

plante dans son totum présente des potentialités d’action très variées, pour un résultat plus 

sûr, plus complet chez le malade. 

4. Utilisation des plantes médicinales  

      Pendant  longtemps,  les  plantes  ont  été  utilisées  uniquement  en  nature,  sous  

forme  de tisanes ou de poudres (Bézanger et al.,1986) . Maintenant beaucoup sont 

présentées en  gélules, mais  il existe de nombreuses formes d’utilisation des plantes 

médicinales. Quelle que soit leur présentation, elles jouissent d'un regain d'intérêt largement 

suscité et entretenu par la publicité ainsi que par d'innombrables ouvrages de vulgarisation. 

De  plus  en  plus  de  plantes  sont  utilisées  en  mélange.  Pour  ces  préparations,  des  

règles  de bonnes  pratiques  officinales  ont  été  instaurées.  De  nombreux  paramètres  sont  

à  respecter comme le nombre de plantes, les associations possibles, la saveur, ou encore le 

goût qui devra être  adapté  au  client.  L'âge  du  patient  et  son  état  devront  également  

être  pris  en  compte.  La menthe par exemple, sera évitée chez un patient ulcéreux. 

5. Métabolites des plantes 

           Les  végétaux  produisent  des  substances  chimiques  de  structures  variées  comme  

les métabolites primaires et secondaires (Edeas, 2007). 

5.1. Métabolites primaires 

  Les métabolites primaires sont caractérisés par leur caractère nécessaire et vital à la 

survie de la cellule ou de l’organisme (Diallo, 2000).
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5.1.1. Glucides  

      Les glucides sont appelés hydrates de carbones ou polysaccharides. Ce sont 

également des composés organiques carbonylés (aldéhydiques, cétoniques), ces molécules 

sont caractérisées par leur formule de la forme (CH2O)n avec n > 3. Ce sont aussi des 

composés qui apparaissent les premiers lors de la photosynthèse. On distingue deux 

catégories (Fournier et Dunod, 1934– 1940) : 

- les molécules élémentaires non hydrolysables : les oses 

- les composés hydrolysables : les osides. 

5.1.2. Amidon  

L’amidon est la principale forme de réserve glucidique des végétaux. Il est présent 

dans toutes les parties de la plante et existe sous la forme d’une structure organisée 

correspondant à un homopolymère presque pur de D-glucose ( Edouard et al., 2002). 

5.1.3. Lipides  

      Les lipides et acides gras représentent quant à eux généralement environ sept pour 

cent du poids sec des feuilles des plantes, et ont un rôle important comme constituent des 

membranes des chloroplastes et des mitochondries. Les lipides sont dérivés en deux 

catégories : les lipides neutres (triglycérides) et les lipides polaires (phospholipides et 

glycolipides) (Kintzios, 2002). 

5.2. Métabolites secondaires  
      Les métabolites secondaires appartiennent à  des  groupes  chimiques  variés  

(composés  phénoliques,  terpènes,  les  alcaloïdes)  qui  représentent une source importante 

de molécules utilisables par l’homme dans  des  domaines  aussi  différents  la pharmacologie 

ou l’agroalimentaires (Macheix et al., 2005). 

5.2.1. Composés phénoliques  

       Les principaux composés phénoliques ne sont pas présents à l’état libre mais sous 

forme d’ester ou plus généralement sous forme d’hétérosides (Paul et Ferdinand, 2010) 

a) Polyphénols  

Les  polyphénols  également  dénommés,  composés  phénoliques  sont  des  

molécules spécifique  du  règne  végétale (Guignard, 1979), avec  plus  de  8000  structures  

phénoliques présentes dans tous les organes de la plante. 
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b) Flavonoïdes  

        Les  flavonoïdes  (du  latin,  flavus :  jaune)  sont  des  substances  généralement  

colorées très répondues chez les végétaux (Guignard, 1996).Cependant, il compte aussi des 

composés de couleurs variées ou même incolores (Richter, 1993), ils sont d’une classe de 

faible poids moléculaire (Lin et al., 2002). Environ de 4000  flavonoïdes ont été identifiés, 

ils peuvent  être localisés dans divers organes :  racines,  tiges,   bois,  feuilles,  fleurs   et  

fruits (Bennick, 2002). Leur   fonction principale semble être la coloration des plantes 

(Gabor et al., 1988). 

 
Figure N° 01. Structure de base des flavonoïdes (Di Carlo et al., 1999) 

c) Tanins  

       Les  tanins  sont  des  métabolites  secondaires  polyphénoliques (Khambalee et 

Ree, 2001), localisés dans les vacuoles (Aguilera-Carbo et al.,2008). Ils sont caractérisés 

par leurs propriétés de combinaison aux protéines (Paris M., 1981). 

      Ils  permettent  d’optimiser  la  valeur  nutritive  des  aliments,  ainsi  que  les  qualités 

organoleptiques des boissons et sont étroitement liées à la fabrication du cuivre (Bernard et 

Metche, 1980). Les tanins  sont  présents  dans  une  variété  de  plantes  utilisées  dans  

l’alimentation notamment  les  céréales  et  les  légumineuses  (haricot  secs,  petit  poids)  et  

les  fruits  comme orange, pêche, poire, fraise et les raisins (Peronny, 2005). 

e) Coumarines  

Les coumarines qui sont aussi des dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des 

composés connus des benzopyrones (O’Kennedy et Thornes, 1997) et toutes sont 

substituées en C7 par un hydroxyle. Elles sont issues du métabolisme de la phénylalanine 

via un acide cinnamique, l’acide p-coumarique. Elles se trouvent dans la nature soit à l’état
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libre ou bien combiné avec des sucres. Elles sont responsables de l'odeur 

caractéristique du foin (Cowan, 1999).       

 

Figure N°02.  Structure chimique des Coumarines 

5.2.2. Composés terpéniques 

      Les terpènes constituent une famille de composés largement répandue dans le règne 

végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette 

d’une unité isoprénique à 5 atomes de carbone à la formule générale (C5H8) reconnue par 

Wallach dès 1887 (Lamarti, 1994). 

 

Figure N°03. Structure chimique de l’isoprène 

5.2.2.1. Saponosides  

      Les saponosides sont des hétérosides de stérols ou de triterpènes dont les solutions 

aqueuses ont des propriétés tensioactives et un pouvoir moussant. Présents dans tous les 

organes, ce sont des hétérosides de poids moléculaire élevé qui libèrent par hydrolyse un ou 

plusieurs oses et une génine appelée sapogénine. Difficilement cristallisables, ils sont 

solubles dans l’eau et dans l’alcool dilué. (Roux et Catier, 2007). 

5.2.3. Alcaloïdes  

Les alcaloïdes sont des substances organiques, le plus souvent d’origine végétale, 

azotées, basiques donnant des réactions de précipitation avec certains réactifs (appelés 

réactifs des alcaloïdes) et doués à faible dose, de propriétés physiologiques marquées. Sur
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le plan chimique ils constituent un groupe très hétérogène, possédant cependant 

quelques propriétés physico-chimiques communes. Ils portent tous la terminaison « ine » 

(Zenk et Juenger, 2007). Ils constituent un des plus grands groupes de près de 10000 à 

12000 structures (Stöckigt  et al., 2002). On distingue généralement :  

- Alcaloïdes vrais, dérivés d’acides aminés, et qui présentent au moins un hétérocycle. 

- Proto-alcaloïdes, qui dérivent d’acides aminés, dont l’azote n’est pas inclus dans le 

système hétérocyclique. 

- Pseudo-alcaloïdes, présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloïdes 

vrais mais ne sont pas des dérivés des acides aminés (Beddou, 2015).



 

 

 

 

 

 
 

Chapitre N°2 
Marjolaine
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2. Caractères généraux de l’Origanum majorana 

2.1. Famille des lamiaceae 

La classification des genres au sein de la famille des Lamiaceae a été controversée. 

La délimitation des genres et des sous-familles est en effet difficile pour les personnes 

n'ayant pas l'expérience de cette famille. Cependant, la famille des Lamiaceae est une famille 

d'une grande importance. C'est même la sixième plus grande famille des plantes à fleurs, et 

sûrement la plus importante du point de vue économique. On s'accorde à lui reconnaître sept 

sous-familles : Ajugoideae, Lamioideae, Nepetoideae, Prostantheroideae, Scutellarioideae, 

Symphorematoideae et Viticoideae (Drew et Sytsma, 2012 ; Kubitzki, 2004). 

La sous-famille des Nepetoideae, qui est la plus large de ces sous-familles, contient 

pratiquement un tiers des genres et la moitié des espèces des Lamiaceae, et est elle-même 

divisée en trois tribus : Escholtzieae, Mentheae et Ocimeae. Au sein de la tribu Mentheae, 

qui regroupe plus de 65 genres et 2300 espèces, on retrouve le genre Origanum, qui est ici 

notre sujet (Drew et Sytsma, 2012 ; Kubitzki, 2004). 

La famille des Lamiaceae représente donc un ensemble d'environ 7000 espèces, 

regroupées en 236 genres, et retrouvées principalement dans la région méditerranéenne, mais 

avec une aire de dispersion très étendue. C'est une famille très homogène, reconnaissable 

notamment à la présence de tiges quadrangulaires et à la production d'essences par la plante. 

Ce sont par conséquent des plantes très entomophiles. (Kintzios, 2002) 

2.2. Caractère généraux du genre Origanum  

      Preuve de la complexité de la classification du genre Origanum, deux concepts 

étaient utilisés par les taxonomistes jusque dans les années 1980. Le premier concept reposait 

sur l’existence de trois genres bien distincts et le second ne comprenait qu’un seul et unique 

genre. Ainsi, en 1834, Bentham différenciait trois genres : Amaracus, Majorana et 

Origanum. Cependant, en 1848, il retourne au concept de Linné et décrit 4 sections au genre 

Origanum : Amaracus, Majorana, Origanum et Anatolicon. En 1895, Briquet accepte 3 

genres séparés et décrit  des sections supplémentaires dans le genre Majorana (Schizocalyx, 

Holocalyx et Chilocalyx). 

      On distingue également trois groupes au sein du genre Origanum :( Kintzios, 2002)
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- Groupe A, possédant un calice plutôt large de 4 à 12 millimètres, et une ou deux 

lèvres. Ses bractées sont plutôt larges, de 4 à 25 millimètres de long, membraneuses, 

habituellement violettes, parfois vertes tirant sur le jaune, plus ou moins glabres. 

- Groupe B, possédant quant à lui un calice plutôt petit de 1,3 à 3,5 millimètres, et une 

ou deux lèvres. Ses bractées sont plutôt petites, de 1 à 5 millimètres, d’une texture et d’une 

couleur semblables aux feuilles, plus ou moins ''poilues''. Ceci qui nous intéresse dans notre 

sujet (voir tableau 01). 

-           Groupe C, possédant un calice avec cinq dents subégales. 

Tableau N°1. Liste des espèces du classe B du genre Origanum (Kintzios, 2002) 

 
Groupe Section Espèces/ Sous espèces/Variétés 
 

 
 

B 

 
Chilocalyx 
Ietswaart 

O. bilgeri Davis 
O. micranthum Vogel 
O. microphyllum Vogel 
O. minutiflorum Schwarz et Davis 

 
 

Majorana 
Bentham 

O. majorana L. 
O. onites L. 
O. syriacum L. var. syriacum 
O. syriacum L. var. bevanii 
Ietswaart 
O. syriacum L. var. sinaicum 
Ietswaart 

 

2.3. Répartition géographique du genre Origanum 

2.3.1. Dans le monde  

Le genre Origanum sont largement répandues dans les régions euro-sibérienne et 

irano-sibérienne ( Bekhechi et al., 2008) .Elles sont principalement distribués sur le pourtour 

du bassin méditerranéen, dont près de 80 % exclusivement présents dans l’Est méditerranéen 

(Simonnet.,  2011) (Voir figure 4). La  plupart  sont  originaires  ou  limitées  à  l'est  partie  

de  la  zone  méditerranéenne,   Europe,   Asie   et   Nord   d’Afrique (Hussain  et al.,   2010). 

Il est  principalement répartit en Turquie , en Grèce et au Moyen Orient (El Brahimi., 2014 

).  Les espèces appartenant à ce genre font partie des plus importantes nous pouvons citer 

O.vulgare (Origan commun, ou Marjolaine sauvage) , O.Compactum(Origan compact) , O. 

majorana(marjolaineou Origan des jardins ) , O. dictamnus, O. onites, O. heracleoticumet 

O. syriacum(Allard., 2015)
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Figure N°04. Distribution du genre Origanum dans le monde (Zenasi., 2014) 

2.3.2. Distribution géographique du genre Origanum en l’Algérie 

Le genre Origanum est une plante répandue en Algérie (Chikhoune., 2007) , elle est 

représentée  par  trois  espèces  spontanée  phylogénétiquement  proche Origanum  majorana 

et Origanum   vulgare   ssp   glandulosum   Desf endémique   algérotunisienne et Origanum 

floribundum endémique algérienne ( Daoudi-Merbah., 2013) . 

2.4. Marjolaine 

2.4.1. Généralités de la marjolaine 

La  Marjolaine  ou  Origan  des  jardins  (Origanum  majorana.L)  est une  plante  

annuelle  de  la famille   des   Lamiaceae,   cultivée   comme   plante  condimentaire  pour  

ses  feuilles  aromatiques. C'est  une  espèce  très  proche  de  l'Origan  commun  (Origanum  

vulgare).  Elle  est  parfois  appelée Marjolaine  des  jardins.  Autres  noms  communs  :  

marjolaine  officinale,  marjolaine  à  coquilles (Dubois et al., 2006). 

Elle  est  relativement  proche  du  thym,  tant  par  son  odeur  que  par  sa  composition 

chimique.    

2.4.2. Nomenclature 

Origanum majorana L (O. majoranoides , Majorana hortensis) Le  nom  

vernaculaire:  Mardkouch  , Marjolaine  vraie,  Marjoram (Majorana  hortensis Moench) 

(voir figure 05), Marjolaine douce est une plante pousse en Europe du Sud, l'Afrique du 

Nord et la Turquie(Fathy et al., 2009). Elle  est  communément  connue  sous  le  nom  

d’origan,  du  fait  de  son  étymologie grecque  organon  signifiant  "montagne  et  joie"  ou  

"aime  la  montagne".  
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Elle  peut  également  se faire  appeler  marjolaine  à coquilles,  de Crète, dictame,  thym  de 

berger,  thé  rouge  ( Vera et Chane, 1999) 

 
Figure N° 05. Photo de l’Origanum  majorana selon (Dubois et al., 2006). 

2.4.3. Propriétés médicinales de la marjolaine  ( Vera et Chane, 1999) 

 Calme    les douleurs    musculaires,    articulaires,    crampes,    courbatures,    et    
les    règles douloureuses. 

 Un  tranquillisant  du système  nerveux. 

 Nervosité,  dépression,  anxiété,  insomnies  et aux migraines. 

 Troubles   digestifs,   spasmes   intestinaux,   flatulences,  ballonnements,  diarrhées,  
nausées et stimule  l’appétit 

 Régule  la  tension  artérielle. 

 Nettoie  les  voies  respiratoires.(  En  inhalation) 

 Un    antiseptique    efficace    contre    les    aphtes,   maux   dentaires,   la gingivite 
et   autres infections  touchant  la  bouche. 

 Apaise  les  foulures  et les  douleurs  articulaires. 

 Soigne  les  plaies  superficielles. 

 Problèmes  respiratoires. 

 Calme  les  accès de toux 

 En cas d’asthénie. 

2.4.4. Description de la marjolaine 

C'est  une  espèce,  très proche  de  l'origan,  qui  possède  des  feuilles  de  1  à  2  

cm  de  long,  opposées,  d'un  vert  grisâtre, de  forme  ovale  entière.  Ses  fleurs  sont  
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petites,  blanches  ou  mauves,  disposées  en  groupes serrés à l'aisselle  des feuilles  avec  

deux  bractées en forme  de cuillère  ( Furia et Bellanca, 1971). Cette  herbe  s'emploie  sous  

forme  de  feuilles  fraîches  ou  séchées,  seule  ou  en mélange  avec d'autres   herbes,   pour   

aromatiser   de   nombreuses   préparations   culinaires.  La  marjolaine  est connue  aussi  

pour  ses  propriétés  anaphrodisiaques.  C'est  une  plante  aromatique  très  utilisée  en 

cuisine,  notamment  dans  les  mets  culinaires  méditerranéens,  son  huile  essentielle  est  

connue pour sa propriété  antiseptique  (Chung et al., 2001). 

2.4.5. Compositon chimique d’Origanum majorana L 

  L’Origanum  majorana contient  des  coumarines  ,  flavonoïdes  ,  sucre  ,  tannins  

, stéroïdes et L'huile essentielle (Sanju et al., 2016).



 

  

 

 

 

Chapitre N°3 
Activité 

antioxydante
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3. Activité antioxydante   

De nombreuses recherches sont effectuées à travers le monde pour trouver des 

antioxydants nouveaux et sûrs afin de prévenir les réactions oxydantes de détérioration 

des aliments gras, et de minimiser les dommages causés par ces réactions oxydantes sur 

les membranes des cellules vivantes. Un très grand nombre d'études rapporte les effets 

antioxydants des différentes espèces d'Origanum. Cependant, ces effets antioxydants ne 

trouvent encore que peu d'applications industrielles, notamment à cause de leurs arôme 

et saveur, qui peuvent nettement influencer les caractéristiques sensorielles de l'aliment 

transformé. Une étape supplémentaire de désodorisation pourrait alors être nécessaire. 

(Kintzios, 2002) 

Les extraits de marjolaine contiennent un taux considérable de phénols et 

d'autres composés aromatiques comme l'alpha- terpinène, le terpinolène et le thymol ou 

des acides  hydroxycinnamiques et des flavonoïdes. Les acides rosmarinique  et 

caffeique ont été  aussi détectés ( Soliman et al., 2007) 

3.1. Radicaux libres  

Les radicaux libres sont des molécules naturelles de notre propre métabolisme, ils 

sont très réactifs et instables. Ils attaquent des composants cellulaires sains pour voler un 

électron pour devenir stables. Ce balayage d'électrons par les radicaux libres, collectivement 

appelés stress oxydatif, qui cause des dégâts à la membrane cellulaire, aux protéines, aux 

parois des vaisseaux sanguins, aux lipides ou même à l’ADN. Les radicaux libres sont des 

espèces réactives d'oxygène (EOR) et les dérivés d'espèces azotées réactives (EAR). La 

formation des radicaux libres se produit soit par les processus naturels du corps tels que le 

processus métabolique dans les mitochondries et dans le cytochrome oxydase et la 

peroxydation lipidique, parfois par la stimulation microbienne sur les neutrophiles ou des 

facteurs environnementaux comme l’exposition aux rayonnements (Govindarajan et al., 

2005; Lakshmi et al., 2014). 

3.1.1. Différents types de radicaux libres 
    Parmi toutes les espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il 

convient de distinguer deux grandes classes de radicaux libres: les radicaux libres primaires, 

directement formés à partir de l'oxygène et les radicaux libres secondaires ou organiques 

générés par l'action des radicaux libres primaires (Binov, 2001), comme est représenté dans 

la figure suivante :
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Figure N° 06. Formes actives de l'oxygène dans la cellule (Binov, 2001) 

3.1.1.1. Radicaux libres primaire  

Les radicaux libres primaires sont les plus dangereux car ils sont directement formés 

à partir de l'O2 (Reichl et al., 2004). L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent 

appelé “espèces réactives de l’oxygène” (ERO). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle 

inclut les radicaux libres de l’oxygène proprement dit : radical superoxyde (O°2-), radical 

hydroxyl (OH°), monoxyde d’azote (NO°) mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non 

radicalaires dont la toxicité est importante : l’oxygène singulet (½ O2), le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) et le peroxynitrite (ONOO¯ ) (Favier, 2003). 

3.1.1.2. Radicaux libres secondaire  

Ils ne sont pas formés spontanément, ils sont formés par l'action d'un radical libre 

primaire sur un composant cellulaire (acides nucléiques, lipides membranaires, protéines). 

Ce sont les radicaux alkoxy (RO°)- et peroxy (ROO°)- qui se forment lors du métabolisme 

d'un certain nombre de substances étrangères (xénobiotiques). Ainsi, des composés tels que 

le 1,2-dibromométhane (additif présent dans l'essence), ou le paracétamol peuvent être 

métabolisés en radicaux libres, et être ainsi la cause de lésions dans l'organisme (Reichl et 

al., 2004). Au niveau de la cellule, il est très important de contrôler la production de radicaux 

libres primaires essentiellement O°2- et H2O2. En effet, cela entraîne une production moins 

importante de radicaux libres secondaires et donc par conséquent une protection des 

constituants cellulaires et un maintien de l'activité biologique de la cellule (Binov, 2001).
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3.1.2. Stress oxydatif 

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des radicaux 

libres et des éléments oxydants et la capacité de leur élimination par les antioxydants d’un 

organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire (Barouki, 2006; Reuter et al., 

2010).  Le stress oxydatif peut résulter d'une exposition accrue aux oxydants ou d'une 

protection réduite contre les oxydants (Davies, 2000). Dans les conditions normales, la 

balance oxydative définit donc l’équilibre entre les espèces réactives de l'oxygène et les 

espèces anti-oxydantes. Mais en conditions d'oxydation, les pro-oxydants emportent sur les 

antioxydants, qui peuvent conduire à de nombreuses maladies inflammatoires (Bayala, 

2014). 

3.2.  Substances antioxydantes 

  Les antioxydants peuvent être définis comme toute substance qui, présente à faible 

concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber 

l’oxydation de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique à un grand nombre de 

substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de 

petites molécules non enzymatiques. Cette grande variété physico-chimique autorise la 

présence d’antioxydants dans tous les compartiments de l’organisme, qu’ils soient 

intracellulaires, membranaires ou extracellulaires dans le but d'atténuer ou d'empêcher les 

effets nocifs des ERO et des radicaux libres (Reichl et al., 2004 ; Cano et al., 2007).  

Notre organisme réagit donc de façon constante à la production permanente de 

radicaux libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement 

puissantes pour détoxifier la cellule (Favier, 2003) (voir figure 07). 

 
Figure N° 07 : Systèmes de défense naturels contre les radicaux libres (Binov, 2001)
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3.2.1. Antioxydants naturels  

3.2.1.1. Antioxydants enzymatiques  

La cellule est pourvue de systèmes de défense très efficaces. Plusieurs enzymes 

peuvent catalyser des réactions de détoxification des différents pro-oxydants. Les 

antioxydants enzymatiques sont capables d'éliminer les radicaux libres primaires de façon 

permanente et efficace, en transformant l'anion OH° et le H2O2 en produits non toxiques : 

l’eau et l’oxygène moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001 ). Les antioxydants 

enzymatiques sont principalement trois enzymes : la superoxyde-dismutase, la catalase et 

les peroxydases. En état de stress oxydant, la production des radicaux libres primaires 

augmente très fortement, de ce fait, les systèmes enzymatiques primaires qui ont une vitesse 

maximum d'élimination des radicaux libres primaires, sont débordés. Ces radicaux libres 

primaires non éliminés vont alors oxyder les constituants cellulaires. Ce qui engendre la 

formation de radicaux libres secondaires (ROO°) qui sont capables de réaction d'oxydation 

en chaîne conduisant à la destruction des cellules. Ces phénomènes d'oxydation en chaîne, 

peuvent être ralentis par des antioxydants secondaires non enzymatiques qui sont apportés 

par l'alimentation (Binov, 2001). 

3.2.1.2. Antioxydants non enzymatiques  

Divers piégeurs de radicaux libres non enzymatiques peuvent prendre en charge la 

détoxification d'un grand nombre de radicaux libres. Ces composés sont facilement 

oxydables, relativement stables et conduisent à des dismutations permettant l'arrêt des 

réactions radicalaires en chaîne. Ce système de protection peut être à la fois membranaire 

(vitamine E, A) ou cytosolique et extracellulaire (glutathion, vitamine C). Certains éléments 

minéraux exercent indirectement un rôle antioxydant en agissant comme des cofacteurs. 

Ainsi le cuivre, le zinc et le fer sont des cofacteurs pour la superoxyde dismutase, le fer est 

également un cofacteur pour la catalase et le sélénium est le cofacteur du glutathion- 

peroxydase (Delattre et al., 2003).  

Aussi, parmi les antioxydants végétaux, les polyphénols apparaissent parmi les plus 

efficaces quant à leurs effets protecteurs dans l’organisme (Gee et Johnson, 2001). Les 

polyphénols, suscitent un intérêt croissant de la part des nutritionnistes, des industriels de 

l’agro-alimentaire et des consommateurs. Une des raisons principales, est la reconnaissance 

de leurs propriétés antioxydantes et ainsi leur implication probable dans la prévention des 

diverses pathologies associées au stress oxydant. En effet, un très grand nombre de données



 

 

Synthèse bibliographique                                                                                                  Activité antioxydante 

 

18 

expérimentales plaide aujourd’hui en faveur de leur implication dans la prévention des 

maladies dégénératives telles que cancers, maladies cardio-vasculaires, ostéoporose ou 

maladies inflammatoires (Rock, 2003 ; Bubonja-Sonje et al., 2011). 

3.2.2. Antioxydants synthétiques  

Les antioxydants synthétiques tel que le butylhydroxyanisole (BHA), 

butylhydroxytoluène (BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ) 

sont largement utilisés dans l’industrie alimentaire parce qu’ils sont efficaces et moins chers 

que les antioxydants naturels. Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthèse 

pouvaient être toxiques (Yu et al, 2000). En effet, le BHA convertirait certains produits 

ingérés en substances toxiques ou carcinogènes en augmentant la sécrétion des enzymes 

microsomales du foie et des organes extra-hépatiques (Barlow, 1990). 

3.2.3. Mode d’action d’un antioxydant  

D’une manière générale, un antioxydant peut empêcher l’oxydation d’un autre 

substrat en s’oxydant lui-même plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une 

structure de donneurs  d’atome  d’hydrogène  ou  d’électrons  souvent  aromatiques  cas  de  

dérives de phénols (Zieliński et al.,2012). En   plus   leurs   radicaux   intermédiaires   sont   

relativement   stables   du   fait   de   la délocalisation par résonnance et par manque de 

position appropriées pour être attaqué  par l’oxygène moléculaire (Cillard, 2011). Les  

antioxydants  sont  en  fait  des  agents  de prévention,  ils bloquent  l’initiation  en 

complexant  les catalyseurs, en  réagissant  avec l’oxygène, ou  des  agents  de  terminaison 

capables  de  dévier  ou  de  piéger  les  radicaux  libres,  ils  agissent  en  formant  des  

produits finis  non radicalaires. D’autres en  interrompant  la  réaction  en  chaine  de 

peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci ne 

puisse réagir avec un nouvel acide gras .tandis que d’autres antioxydants absorbent l’énergie 

excédentaire de l’oxygène singulet pour la transformer en chaleur   (Cillard et al.,2006). 

3.2.4. Activité antioxydante de polyphénols 

La grande capacité des composés phénoliques à contrecarrer les radicaux libres et à 

chélater les ions des métaux de transition est directement reliée à leurs caractéristiques 

structurales. Il est prouvé que cette activité est due aux nombres et aux positions des 

groupements hydroxyles présents sur les cycles benzoïques (Rice-Evans et al., 1996).
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Les polyphénols agissent contre la peroxydation lipidique de deux façons : par la 

protection des lipides contre les initiateurs de l’oxydation ou par arrêt de la phase de 

propagation. Dans le premier cas, les antioxydants dits préventifs entravent la formation des 

ERO ou éliminent les espèces réactives responsables de l’initiation de l’oxydation comme 

O°2-, ½ O2 et OH°. Dans le second cas, les antioxydants dits briseurs de chaine perdent 

généralement un atome d’hydrogène en faveur des radicaux propagateurs de l’oxydation 

(LOO°) pour stopper la propagation de la peroxydation (Laguerre et al., 2007 ; Leopoldini 

et al., 2011). En ce qui concerne le pouvoir antioxydant des flavonoïdes vis-à-vis des 

radicaux libres, il est dû à leur propriété de donation d’atomes d’hydrogène disponibles dans 

les substituants hydroxyles de leurs groupes phénoliques (Sandhar et al., 2011). Leur 

capacité de donation d’hydrogène augmente avec l’augmentation de l’hydroxylation de leurs 

cycles phénoliques (Le et al., 2007). Les flavonoïdes exercent aussi des effets antioxydants 

par la chélation des ions métalliques (le fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans 

l’initiation des réactions radicalaires (Van Acker et al., 1996 ; Verdan et al., 2011 ). 

Plusieurs travaux décrivent les relations structures-activités des polyphénols (Rice-Evans et 

al., 1996 ; Van Acker et al., 1996 ; Harborne et Williams, 2000 ; Amič et al., 2003 ; 

Woodman et al., 2005). Ces travaux permettent de connaître les activités anti-oxydantes de 

ces molécules en fonction de leurs caractéristiques structurales. En fait, leur activité anti-

radicalaire nécessiterait (voir figures 8 et 9): 

 La présence d’une double liaison entre les carbones C2 et C3 et d’un groupement 

carbonyle en C4 pour une activité anti-oxydante plus marquée, ainsi l’activité de la 

quercétine (flavonol) est deux fois plus élevée que celle de la catéchine (flavan-3 ol). 

 

Figure N° 08. Comparaison entre la structure de la quercétine et de de la catéchine 

(Harborne et Williams 2000)
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 La présence d’une structure ortho-diphénolique du cycle B (les groupements 

hydroxyles en position C3’- C4’). 

 
Figure N° 09. Valeurs de « Trolox equivalent antioxidant capacity » (TEAC) montrant 

l’importance du groupement catéchol au niveau du cycle B pour l’activité antioxydante 

(Rice- Evans, 1996) 

 

 Les flavonoïdes inactivent et stabilisent les radicaux libres grâce à leur groupement 

hydroxyle (C3-OH) fortement réactif (voir figure 10). Rice-Evans et al. (1996) ont 

démontré l’importance de ce dernier. En effet, La glycosylation du groupe C3-OH 

de la quercétine (cas de la rutine) ou sa suppression (cas de la lutéoline) diminue 

l’activité anti-oxydante. 

 

 
 

Figure N° 10. Eléments essentiels pour l'activité anti-oxydante des flavonoïdes 

(Rice-Evans et al., 1996)
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1. Matériel végétal 

Le matériel végétal utilisé dans le présent travail, est les feuilles d’Origanum majo-

rana. Cette dernière a été achetée du marché de Oued Zenati wilaya de Guelma. Après 

l’achat, le matériel végétal (voir figure 11) a été débarrassé des débris. Il est ensuite  procédé 

du broyage et à la conservation de l’échantillon dans des flacons. 

 
Figure N° 11. Des feuilles d’Origanum majorana L. 

2. Méthodes d’analyses 

2.1. Criblage phytochimique  

 Des tests en tube sont réalisés sur la poudre végétale afin de déterminer de manière 

préliminaire les classes phytochimiques contenues dans la plante analysée. 

 Le criblage phytochimique consiste à réaliser des tests qualitatifs, basés sur des ré-

actions de coloration ou de précipitation plus ou moins spécifiques à chaque classe des prin-

cipes actifs. En effet, la première étape était la recherche de grandes classes de composés 

chimiques appartenant aux métabolismes secondaires de la plante étudiée (Trease et Evans, 

1987). 

On peut citer les principaux classes des composés chimiques, telle que : les polyphé-

nols (flavonoïdes, anthocyanes, tannins), les alcaloïdes, les saponosides et les couma-

rines…etc. 

2.1.1. Mise en évidence des flavonoïdes 

À 3 g de la poudre végétale sont ajoutés à 75 ml d’eau distillée, le mélange est porté 

à ébullition pendant 15 minutes. Puis filtré et laisser refroidir (Mbodj, 2003). 

Coloration par le perchlorure de fer (FeCl3) 

Les flavonoïdes, du fait de la présence de fonctions phénoliques dans leur géniens, 

donnent des colorations variées avec des diluées de FeCl3. 2 à 3 gouttes d’une solution de
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FeCl3 diluée à 2% sont ajoutées à 2 ml de solution extractive. L’apparition d’une coloration 

verdâtre, indique que le test est positif (Mbodj, 2003). 

2.1.2 Mise en évidence des saponosides 

 À 100 ml d’eau distillée bouillante sont ajoutés 1 g de la poudre végétale, le mélange 

est maintenu une quart d’heure et après filtration le filtrat est ajusté à 100ml. 1ml du décocté 

à 10% est ajusté à 10 ml avec de l’eau distillée, le mélange est agité verticalement puis laisser 

reposer pendant 15 min. L’apparition d’une mousse qui dure quelque instant indique la pré-

sence des saponosides. (Karumi et al., 2004) 

2.1.3. Mise en évidence des tanins 

5 g de poudre sont suspendus dans 100 ml d’eau bouillante. Après infusion pendant 

15 mn, le mélange est filtré puis le filtrat à 100 ml avec de L’eau distillée. Il est introduit 5 

ml d’infusé à 5 % dans un tube à essais, puis il est ajouté 1 ml d’une solution aqueuse de 

FeCl3 à 1 %. En présence de tanin, il se développe une coloration verdâtre ou bleu noir 

(Edeoga1 et al., 2005). 

Tanins cathéchiques 

À 5 ml de solution à 5% on ajoute 5 ml de l’HCl concentré. L’ensemble est porté à 

ébullition pendant 15mn puis filtré sur. En présence de tanins catéchiques, il se forme un 

précipité rouge (Edeoga1 et al., 2005). 

Tanins galliques : réaction de stiasny 

À 30 ml de solution à 5% sont additionnés 15 ml de réactif de stiasny, après chauffage 

au bain-marie à 90°c pendant 15 mn et filtration le filtrat est saturé par 5 g d’acétate de 

sodium. Ensuite, il est ajouté 1 ml d’une solution de FeCl3 (à 1%), l’apparition d’une teinte 

bleu noire montre la présence de tanins galliques non précipité par réactif de stiasny 

(Edeoga1 et al., 2005). 

2.1.4. Mise en évidence des mucilages 

À 1 ml du décocté à 10 % sont ajoutés 5 ml d’éthanol absolu. Après une quelques 

minutes, l’obtention d’un précipité floconneux dans le mélange, indique la présence de mu-

cilages (Karumi et al.,2004). 
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2.1.5. Mise en évidence des coumarines 

 1 g de la poudre végétale dans un tube à essais, on le recouvert le tube avec un papier 

imbibé d’une solution de NaOH et on place dans un bain-marie pendant quelques minutes. 

On ajoute 0,5 ml de NH4OH (10%), on met deux taches sur un papier filtre et on examine 

sous la lumière ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines 

(Rizk, 1982). 

2.1.6. Mise en évidence des glycosides 

5 g de plante sont additionnés à 50 ml d’une solution de l’acide tartrique 2% dans 

l’éthanol, le mélange est chauffé durant 2 h, après filtration et lavage par l’éthanol, le mé-

lange est introduit dans l’eau chaude après une deuxième filtration, il est ajouté 2 gouttes de 

liqueur de Fehling à 2 ml du filtrat, le chauffage au cours de la réaction de la liqueur de 

Fehling montre la présence des glycosides (Chaouch, 2001). 

2.1.7. Mise en évidence des alcaloïdes 

À 10 g de poudre végétale séchée sont ajoutés 50 ml de H2SO4 à 10 %. Après agita-

tion pendant 30 minutes, le macérat est laissé pendant 24 heures à température ambiante, 

puis filtré sur papier filtre le volume est complété à 50 ml avec de l’eau distillée. À 1 ml de 

filtrat sont additionnés 5 gouttes de réactif de Mayer. La présence d’alcaloïdes est indiquée 

par la formation d’un précipité blanc jaunâtre. (Edeoga1 et al., 2005). 

2.2. Préparation de l’extrait hydro-méthanolique 

La méthode utilisée est celle décrite par Bruneton (1999). Elle est basée sur le degré 

de solubilité des molécules dans les solvants modifiés. 60 g de la drogue végétale sont mé-

langés dans du méthanol à 85%. L’extraction est réalisée par macération à température am-

biante à l’abri de la lumière pendant 72 heures. Après une double filtration sur un papier 

filtre (voir figure 12), le filtrat sont évaporés sous vide à l’aide d’un rota vapeur (BUCHI – 

zwitzerbland) à 45°c puis tous les extraits sont conservés à froid jusqu’à leur utilisation (Fa-

dili, 2015).
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Figure N° 12. Filtration d’extrait hydro-méthanolique après 72 h de macération. 

2.3. Dosage des polyphénols totaux 

La teneur en composés phénoliques de l’extrait hydro-méthanolique préparé a été 

estimée par la méthode de Folin-Ciocalteau (Li et al., 2007). Brièvement, 1 ml de réactif de 

Folin-Ciocalteau (1/10) sont ajoutés à 200 μl d’extrait ou du standard avec des dilutions 

convenables. Après 4 min, 800 μl d’une solution de carbonate de sodium (7,5%) sont addi-

tionnés au milieu réactionnel. Après 2 h d’incubation à température ambiante, l’absorbance 

a été mesurée à une longueur d’onde N= 765 ߟm. La teneur en polyphénols totaux a été 

estimée à partir de l’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec l’acide 

gallique (0-200 μg/ml) et exprimée en microgramme équivalent d’acide gallique par milli-

gramme d’extrait (μg EqAG/mg d’extrait). 

2.4. Chromatographie sur couche mince 

Cette méthode repose sur la séparation de différents constituants d’un extrait selon 

leur affinité de migration dans la phase mobile (Ekoumou, 2003 ; Debete, 2005) Qui  est 

en générale un mélange de solvant ; adapté au type de séparation recherché, et leur affinité 

vis-à-vis de la phase stationnaire (Ferrari, 2002) qui est constituée d’une couche mince et 

uniforme, de 0,25cm d’épaisseur, de silice séchée, finement pulvérisée et appliquée sur un 

support approprié (feuille d’aluminium ou de verre) (Anton et al ., 1998).Elle nous permet 

d’avoir les empreintes du contenu polyphénolique et flavonoïque de l’extrait (Ferrari, 

2002).
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  Préparation du solvant de migration 

Le solvant de migration est préparé selon les proportions suivantes (Gwenola et al 

.,2011) : 

- Butanol – Acide acétique – Eau distillé (40V : 10V : 50V). 

Le dépôt se fait linéairement de façon ponctuelle avec un capillaire à usage unique. 

Il doit être posé perpendiculairement et prudemment sur la plaque pour ne pas gratter le gel. 

Un séchage est obligatoire après chaque dépôt (Sine, 2003). 

 Migration 

La plaque ainsi préparée est introduite dans la cuve à chromatographie au fond de 

laquelle se trouve l’éluant appropriée (Antonot et Marcha, 1998). La phase mobile parcourt 

alors la phase stationnaire provoquant ainsi une succession de partage des constituants entre 

les deux phases, ce qui permet une séparation des constituants entre les deux phases. La 

migration est arrêtée lorsque le font du solvant sont 10 à 15 cm. La plaque est ensuite séchée 

(Marouf, 2002). Après développement et évaporation du solvant de migration les tâches 

sont visualisées sous UV à λ égale 254 nm ou 365 (Merghem, 1995). 

Pour révéler les taches sur la plaque, cette dernière est pulvérisée avec une solution 

de Ninhydrine, d’une manière homogène. Après révélation, on obtient des taches colorées 

(spots), caractérisées par leurs rapports frontaux (Rƒ) (Marouf, 2002). 

Le Rƒ est donné par la formule suivante : 

Rf =
distance	parcourue		par	l′échantillon	
distance	parcourue	par	le	solvant  

Rƒ : Rapporte frontale. 

2.5. Evaluation de l’activité anti-oxydante in-vitro 

2.5.1. Evaluation de l’activité anti-oxydante par la méthode au DPPH 

 Principe 

Le DPPH (2,2- diphénil-1-picrylhydrazyl) est l’un des premiers radicaux libres uti-

lisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante (Brand-williams, 1995). Il pré-

sente une absorbance caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm (San-

chez Moreno, 2002).En présence de composés anti radicalaires, le radical DPPH• est ré-

duit et change de couleur en virant au jaune, ce qui entraîne une diminution de son absor-

bance (Gachkar et al.,2006). L'intensité de la couleur est   inversement   proportionnelle
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à la capacité de l’antioxydant à donner des protons (Sanchez-Moreno et al.,2002). 

La réaction est résumée sous la forme de l’équation  

DPPH*+ (AH) n DPPH-H+ (A*) n 

Où : (AH) représente un composé capable de céder un hydrogène au radical DPPH.(violet) 

pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) (Brand-William et al.,1995) (voir 

figure 13). 

 
Figure N° 13. Forme réduite DPPH et la forme radical du DPPH (Molyneux, 2004) 

 Mode opératoire 

L’activité anti-radicalaire de l’extrait hydro-méthanolique de la marjolaine a été éva-

luée, in vitro, par le test de DPPH. Cette méthode permet de suivre spectrophotométrique-

ment la cinétique de décoloration de radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de cou-

leur violette à 517 nm (Boumarfegue et al., 2012). Pour cela, 50 μl de chacune des diffé-

rentes concentrations des extraits ont été incubés avec 1.25 ml d’une solution méthanolique 

de DPPH à 0.004 %. Après une période d’incubation de 30 minutes, les absorbances à 517 

nm ont été enregistrées. Les résultats obtenus pour chaque extrait testé ont été exprimés par 

rapport à ceux obtenus pour le BHT pris comme antioxydant de référence. Le pourcentage 

d’inhibition (% I) du radical DPPH par les extraits a été calculé comme suit : 

% I = [(AC – AE) / AC] × 100 

AC : absorbance en absence de l’inhibiteur (contrôle négatif) 

AE : absorbance en présence de l’inhibiteur (échantillon) 

La concentration inhibitrice de 50 % du DPPH (IC50) de chaque extrait a été par la 

suite calculée et exprimée en μg/ml et comparée avec celle du BHT.
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2.5.2. Test de neutralisation de H2O2  
L'essai de réduction du peroxyde d'hydrogène a été effectué suivant la méthode de 

(Ruch et al., 1989). Pour ce test, une solution de H2O2 (43 mM) est préparée dans du tampon 

phosphate (0,1 M ; pH = 7, 4). Pour chaque échantillon à tester, 3,4 ml d’une dilution de 

100μg\ml préparé dans du tampon phosphate ont été ajoutés à 0,6ml d’une solution de H2O2 

(0,6 ml, 43Mm). La valeur de l’absorbance du mélange réactionnel a été enregistrée à 

230nm. Le blanc contient uniquement le tampon phosphate sans H2O2. Le pourcentage de 

réduction de l’H2O2 (scavenging %) de l’extrait hydro-méthanolique et de l’acide ascorbique 

a été calculé en utilisant l’équation suivante : 

Scavenging % = [(1-Ae)/Ac] x 100 

Ac est l’absorbance du contrôle  

Ae est l’absorbance en présence de l’échantillon. 

2.5.3. Test de peroxydation lipidique (TBA-rs)  

Le test des substances réactives de l'acide thiobarbiturique (TBArs essai) a été éga-

lement utilisé pour mesurer la capacité antioxydante potentielle des huiles essentielles 

(Wong, Hashimoto, et Shibamoto, 1995). 

 L’homogénat du jaune d'œuf préparé dans du KCl 1,15% (p / v) à raison de 10% 

(p/v) était utilisé comme source riches en lipide. Le jaune d’œuf est homogénéisé pendant 

1min, suivie par un traitement aux ultrasons pendant 5 min. Cinq cents microlitres de l’ho-

mogénat sont mis dans un tube à essai avec 100 μl de l'échantillon solubilisé dans du métha-

nol à raison de 100, 250, 500, 750 et 1000 mg /L pour chaque huile, puis le volume réaction-

nel est complété à 1 ml avec de l'eau distillée, on ajoute 1,5 ml d'acide acétique à 20% (pH 

3,5) et 1,5 ml de 0,8% (p / v) de 2-thiobabituricacide (TBA) préparé dans 1,1% (p / v) de 

dodécylsulfate de sodium (SDS). Après agitation au vortex, le mélange est chauffé à 95ºC 

pendant 1 h. Après refroidissement, à température ambiante, 2 ml de butan-1-ol ont été ajou-

tés à chaque tube, puis agiter et centrifuger à 3000tpm pendant 10 min. L'absorbance du 

surnageant a été mesurée à 532 nm. 

La concentration EC 50 qui permet d’inhiber 50% de la peroxydation lipidique est 

déduite à partir d’une courbe de régression portant le pourcentage d’inhibition en fonction 

des différentes concentrations testées. 

Pourcentage d’inhibition % = [(A0 - A1) / A0] x 100 
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Où A0 étant la valeur d'absorbance du contrôle totalement oxydé et A1, l’absorbance de 

l'échantillon testé (Bounatirou, 2007). 

% d’inhibition ₌ [{ABS c – ABS e} /ABS c] × 100 

ABS c’est l’absorbance sans l’échantillon 

ABS e est l’absorbance avec échantillon (Govindappa, 2011).



 

 

 

 

 
 

Chapitre N°2 
Résultats 

 et discussion
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1- Screening phytochimique 

 Les  tests  phytochimiques qui ont  été  réalisés  sur   la poudre végétale  d’Origanum  

majorana  ont permis  de  mettre  en  évidence  la présence de certains groupes et l’absence 

d’autres métabolites secondaires au niveau des tissus  végétaux  de  notre  plantes  .  La  

détection  de  ces  composés  chimiques  était  basée  sur  des essais des réactions de préci-

pitation et de turbidité , un changement de couleur spécifique . Les résultats sont récapitulés 

dans le tableau suivant : 

Tableau N°2. Criblage phytochimique d’O.majorana 

Groupe chimique  Absence(─) ou Présence(+) 
Flavonoïde + 

Saponosides  + 
Tanins + 

Tanins catéchiques   + 
Tanins galliques ─ 

Mucilage  + 
Coumarines ─ 
Alcaloides ─ 
Glycosides  + 

 

 Les résultats expérimentaux de tests phytochimiques (tableau N° 02 ) ont révélé la  

présence de flavonoïdes,  de  tanins, de saponosides, de mucilages et de glycoside. Cepen-

dant, l’absence de tanins galliques, de coumarines et des alcaloïdes. 

Ces résultats sont en accord avec ceux de Al-Howirini, 2009 et Vasudeva, 2015 qui 

montrent la présence et l’absence des mêmes groupes chimiques dans la plante étudiée.  La 

présence de ces métabolites secondaires au niveau de plante étudié explique leur fort pouvoir 

thérapeutique.  Par conséquent, ces résultats justifient la large utilisation de cette plante en 

médecine traditionnelle par la population locale. Effectivement, les tanins, les flavonoïdes, 

les saponosides possèdent plusieurs propriétés bénéfiques pour la santé notamment les pro-

priétés antioxydante, anti inflammatoires et anti-inflammatoires (Bouhaddouda et Labiod, 

2016). 

2- Dosage de polyphénols totaux : 

La teneur en polyphénols a été déterminée par la méthode colorimétrique de folin-

Ciocalteu. C’est l’une des méthodes les plus anciennes conçue pour déterminer la teneur en 

polyphénols dans les plantes médicinales. L’acide gallique est le standard le plus souvent 

employé dans cette méthode. La courbe d’étalonnage linéaire a été tracé pour cet objectif 
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et déterminés par l’équation de type : y=a x + b (Figure N° 14) et les quantités des polyphé-

nols correspondantes ont été exprimées en microgramme d’équivalents d’acide gallique par 

milligramme d’extrait (μgEqAG/mg d’extrait). 

 

Figure N°14. Courbe d’étalonnage d’acide gallique 

Sur la base des valeurs d'absorbance de la solution de L’extrait hydro-méthanolique, 

qui réagisse avec le réactif de Folin-Ciocalteu et par rapport aux solutions standards d'équi-

valents de l’acide gallique, une teneur  en polyphénols  de  (9.127 ± 0.002μgEqAG/mg d’Ext)  

a été trouvée. 

Pour le genre Origanum, une étude menée par Chun et al. (2005), montre que la 

teneur en composés phénoliques de l’extrait aqueux d’Origanum vulgare, est de (52,8mg 

EAG /g MS).Elle est légèrement superieure, pour l’extrait ethanolique a 60%      (55.35 mg 

EAG/g MS). Ces resultats sont  différents à celui obtenu pour la marjolaine dans la présente 

étude.  

La teneur en polyphénols de l’extrait hydro-alcoolique de la marjolaine (9.127 ± 

0.002μgEqAG/mg d’Ext) est très inférieure à celle rapportée par Skerget et al. (2005), qui 

est de (186mg EAG/g) pour l’extrait methanolique d’Origanum vulgare de la région de Slo-

vénie. 

Ces différences peuvent être expliquées selon Goli et al. (2005), que la teneur en 

polyphénols totaux dépend du solvant et de la méthode utilisée. Aussi ces différences de 

résultats peuvent être liées à la différence des conditions climatiques, qui peuvent influencer 

un rôle dans la synthèse de ces composés secondaires.
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3. Chromatographie sur couche mince 
On a été utilisé le système de solvant suivant (Butanol – Acide acétique – Eau dis-

tillé). Le chromatogramme obtenu à 365 ɳm représente quatre spots (Voir Figure 15).  

 

Figure N° 15. Chromatographie sur couche mince de L’extrait hydro-méthanolique 

Les rapports frontaux sont calculés selon l’équation suivante : 

Rƒ =
distance	parcourue		par	lel′échantillon	
distance	parcourue	par	le	solvant  

Le front de solvant=7.1cm. 

Rƒ de la première tache (rouge) :0.97.  

Rƒ de la deuxième tache (bleu blanc fluorescent) :0.85. 

Rƒ  de la troisième tache (bleu) :0.70. 

Rƒ de la quatrième tache (bleu) :0.59. 

la chromatographie sur couche mince qui est effectuée sur l’extrait hydro-méthano-

lique  a permis de confirmer la présence des composés poly-phénolique dans notre plante.
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4. Evaluation de l’activité antioxydante 

 L’activité antioxydante a été évaluée par le test de réduction du radical DPPH, le test 
de neutralisation l’ H2O2  , et le test de TBArs. 

4.1.  Test de DPPH  

Une  solution méthanolique de DPPH• (2-2-diphényl-1-picrylhydrazyl) présente une  

coloration  violette sombre en présence d'un antioxydant, la forme réduite de    DPPH-H  

confère à la  solution une coloration jaune, et par conséquent une diminution de l'absorbance  

(Perez et al., 2007). 

 

Figure N° 16. Evaluation de pourcentage d’inhibition d’oxydation par le radical DPPH en 

fonction de la concentration de l’extrait hydro-méthanolique de la marjolaine. 

(Les résultats sont la moyenne de trois lectures) 

 L’activité anti   radicalaire de   l’extrait   hydro-méthanolique a   été   évaluée par  

la méthode de la réduction du radical DPPH• a permis de déterminer les valeurs de EC50        

  ( Concentration qui réduit 50% du radical libre). 

 D’après la courbe(Voir figure 16), les valeurs des EC50 pour l’extrait préparé et la 

vitamine C sont consécutivement 0,88±0,001 mg/ml et 0,99±0,001 mg/ml. Il a été enregistré 

que le pouvoir scavenger de l’extrait hydro-méthanolique et plus élevé que celui de la vita-

mine C. 

Al-Howiriny (2009) a montré l’existence de différents composés chimiques tels: les 

flavonoïdes, les tannins, et les stérols. Ces derniers sont dotés d’un pouvoir antioxydant et 

d’une capacité à céder d’hydrogène (donneur d’hydrogène) afin de piéger les radicaux libres. 
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Les mêmes résultats sont obtenus par Lean et Mohamed, 1999; Sellami et al., 

2009 ;Bertelson et Medsen, 1995 ; Yasin et Abou-Taleb, 2007. 

4.2. Test de neutralisation H2O2 

L'activité antioxydante de l’extrait hydro-méthanolique préparé  a également été éva-

luée  in vitro  en utilisant le test de neutralisation H2O2. Les résultats de ce test sont illustrés 

dans la figure si dessous (Voir figure 17). 

 

Figure N° 17. Pourcentages de l’effet scavenger de l’H2O2 exercé par l’extrait hy-

dro-méthanolique de la marjolaine et  l’acide ascorbique. 

Selon les résultats obtenus, le scavenger de l’extrait préparé est plus faible (4,42%) à 

celui de l’acide ascorbique à 100 µg/ml. Ceci est probablement dû à son faible pouvoir à 

neutraliser l’H2O2.
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4.3. Test de peroxydation lipidique de TBA sur le jaune d’œuf  

Le test des substances réactives à l'acide thiobarbiturique (TBArs)  est réalisé afin de  

quantifier   le malonaldéhyde (MDA), qui est l'un des produits secondaires de la peroxyda-

tion lipidique. La figure (N° 18) représente les résultats obtenus. 

 

Figure N° 18. Pourcentage d’inhibition de l’MDA  en fonction de différentes con-

centrations de l’extrait préparé. 

 La meilleur activité anti-peroxydation a été observé avec l’extrait hydro-méthano-

lique de la marjolaine et l’acide ascorbique avec une EC50% de 0,96±0,001 mg/ml et 

1,11±0,001 mg/ml respectivement. 

Nos résultats révèlent que cet extrait possède une activité antioxidante très impor-

tante. Hussain et al ;2011 ont montré que l’huile essentielle des parties aérienne de l’O.ma-

jorana possède une activité antioxidante très importante avec IC50=89.2 μg/ml . Les mêmes 

observations sont fait par Ahmed, Abdelmalek et Yagoubi, 2017 ont avec une  IC50 = 

30mg/ml. Par contre les résultats obtenus sont contradictoires à ceux publiés par Guerra-

Bonne et al., 2015 qui montrent que l’Origanum du Mexique n’a aucun effet antioxydant. 

Le pouvoir réducteur peut être dû à la variabilité de la composition chimique de l’ex-

trait hydro-méthanolique et aussi aux conditions agro-climatique (T°, …etc). Selon Lan-

seur;2017 le pouvoir antioxydant des plantes est en relation avec la saison de la récolte.
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Conclusion et perspectives 
 En conclusion l’extrait hydro-méthanolique d’Origanum majorana a révélé la pré-

sence de flavonoïdes, de tanins catéchiques, de mucilages et de glycoside. En revanche, Il 

ne contient pas des alcaloïdes. En absence des ces derniers on montre que notre plante n’est 

pas toxique. 

La marjolaine   a exercé une activité anti radicalaire   importante    par rapport   à        

la vitamine C que ce soit pour le test du DPPH ou TBArs. Cependant le scavenger de cet 

extrait possède une activité faible à neutraliser l’H2O2. 

Selon cette étude, on peut dire que la marjolaine peut être utilisée comme source 

naturelle prometteuse de substances anti-oxydantes. 

  En perspective, d’autre tests in vivo  sont requis    pour  donner plus de détail        

concernant les différentes activités biologiques possibles (Anti-inflammatoire, antifon-

gique,…etc) et les mécanismes d’action de cet extrait. De plus, il est nécessaire d’extraire et 

d’isoler les substances actives contenues dans cet extrait pour les étudier séparément ou en 

synergie, ce qui peut donner plus de précision concernant leur effet bénéfique.   

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Résumé 
 

Résumé 

Ce  travail  s’inscrit  dans  le  cadre  de  la  valorisation  de  l’extrait  hydroalcoolique 

des  feuilles  d'Origanum majorana disponibles au marché de la région de  Oued-Zenati   

Wilaya de Guelma  en  tant  qu’antioxydant  ou bien   réducteur de radicaux  libre.  Le  

screening  phytochimique  de  cet  extrait  a  révélé  la présence  de  Polyphénols,  de  Tannins 

catéchiques,  de  Flavonoïdes,  de  Saponosides,  de mucilage  et des glycosides et l’absence 

de tannins galliques, de coumarines et des alcaloïdes. La  méthode  appliquée  pour  mesurer  

l’activité  antioxydante est  celle  du  piégeage  des  radicaux  libres  à  l'aide  du  2,2-

diphenyl-1- picrylhydrazyl , test de peroxydation lipidique à l’acide thiobarbiturique  et le 

test de neutralisation H2O2.  Les  résultats  obtenus  ont  montré que  cet  extrait  manifeste  

possède une activité  antioxydante  importante.  Pour  cette  dernière,  l'inhibition de 50% du 

radical DPPH et de l’acide thiobarbiturique c'est à la concentration de 0.88±0,001mg/ml et 

de 0,96±0,001 mg/ml respectivement.. Cependant, l’extrait de notre plante a marqué une 

faible activité de neutraliser le H2O2. 

Abstrat 

This work is part of the development of the hydroalcoholic extract of Origanum ma-

jorana leaves available on the market in the Oued-Zenati Wilaya region of Guelma as an 

antioxidant or free radical reducer.  Phytochemical screening of this extract revealed the 

presence of  Polyphenols, Catechic Tannins,   Flavonoids,  Saponosides,   mucilage and 

glycosides and the absence of gallic tannins, coumarins and alkaloids. The method used to 

measure antioxidant activity is the free radical scavenging method using the DPPH-, TBArs 

test and the H2O2 neutralisation test.  The results obtained showed that this extract exhibits 

significant antioxidant activity.  For the latter, the inhibition of 50% of the DPPH radical and 

thiobarbituric acid is at   the   concentration of 0.88±0.001mg/ml and 0.96±0.001 mg/ml 

respectively. However, the extract from our plant marked a low activity to neutralize H2O2.  

 ملخّص:

ھذا العمل یندرج تحت إطار تقییم فعالیّة المستخلص الكحولي لأوراق عشبة البردقوش كمضاد للأكسدة،   

ّحالیل الكیمیائیّة أنّ ھذا المستخلص یحتوي على الموادّ  والمتواجدة بأسواق منطقة وادي الزناتي ولایة قالمة . أثبتت الت

  , Polyphénols,    Tannins catéchiques,  Flavonoïdes, Saponosides,  mucilage: (الآتیة

glycosides) :ّھ لا یحتوي على المواد الثلاثة الآتیة ). tannins galliques, coumarines , alcaloïdes) غیر أن

ّقنیات المستعملة لتقییم فعالیة ھذا المستخلص كمضاد للأكسدة ھي تقنیة   Test duتعمال: ( الجذور الحرّة باسبیط تث الت



 

 

DPPH) و (Test du TBArs) 2) و تقنیّة تحیید الھیدروجینO2Test de neutralisation de l’H حیث بینّت .(

ّھا قادرة على تثبیط  تائج أنّ أوراق البردقوش تملك فعالیّة عالیة كمضادّ للأكسدة بحیث أن ّ % من الجذور 50الن

على   mg/ml 0.001±0.96و  0.001mg/ml±0.88بتركیز یقدّر بـ:  مادّة المالونالدیھیدو كذلك  DPPH  الحرّة

ّوالي. ّھا تملك قدرة ضئیلة على تحیید الھیدروجین. الت إلاّ أن
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1 .Produits chimiques et réactifs  

1 .1.Partie phytochimique  

  Methanol, H2So4, FeCl3, HCl, NaOH, NH4OH, Ethanol. 

 Réactif de stiansy, Réactif de MAYER. 

 Acétate de sodium, acide tartrique, Réactif de Fehling. 

 Réactif de Folin-ciocalteau, Carbonate de sodium, acide gallique. 

 Butanol, acide acétique, ninihydrine. 

1.2 .Partie biologique  

 DPPH (2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl) . 

 Méthanol MeOH. 

 Acide ascorbique. 

 peroxyde d'hydrogène(H2O2). 

 KCl. 

 2-thiobabituricacide(TBA). 

 Dodécylsulfate de sodium (SDS). 

 Acide acétique. 

 Butan-1-ol. 

2 .Equipements 

 Rotavapeur R-215 (Bûchi). 

 Plaque chauffante. 

  Spectrophotomètre (JENWAY 6305). 

  Cuve de chromatographie. 

  Balance (BB310) et (Sartorius). 
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  Balance de précision (Explorer® Pro). 

  Verreries. 

 Bain marré. 

 Tubes capillaires. 

  Agitateur Vortex (snijders 34524). 

 Ultra- turrax (IKA T18) 

 Centrifugeuse (Sigma 2-16). 

 pH mètre  

  UV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Evaporateur rotatif 

Ultra-turrax 
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Centrifugeuse 

 
Agitateur magnétique 

3. solutions utilisées 

Tampon phosphate : Na2HPO4 (14.1g) dans 500ml d’eau distillée+ H2N2O4P.2H2O (15.6g) 

dans  500ml d’eau distillée, avec ph=7.4. 

Réactif de Mayer composition : Iodure de potassium (KI) 25 g, chlorure mercu-

rique(HgCl2) 6,8 g, eau distillée (1000 ml).  

Réactif de stiasny composition : 10 ml de formol à 40% + 5 ml de HCl concentré. 

4. Photos prises au cours du travail expérimental 
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Tests phytochimiques 

 

Surnagent obtenu après centrifugation au cours du test de peroxydation lipidique (TBA) 

5. Schémas explicatifs des tests étudiés 

 

 

Schéma explicatif du test d’évaluation de l’activité antioxydante par le DPPH 
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 Schéma explicatif du test de neutralisation de l’H2O2
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