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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I’antiquité comme remedes pour le traitement
dediverses maladies parce qu’elles contiennent des composants riches en usage
thérapeutiques. Les métabolites secondaires (khaldi et al., 2012), Selon I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) (2003), environ 65-80% de la population mondiale a recours a la médecine
traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santéprimaire, en raison de la pauvreté et du

manque d'acces a la médecine moderne.

Les plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus du
métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja environ
170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partir de plantes (Chaabi,2008).

Malgre la nature hétérogéne d'une biodiversité immense du continent africain en général et de
I'Algérie en particulier, il y a eu peu defforts consacrés au développement des agents
thérapeutiques de ces plantes.

Le genre Origanum regroupe environ 45-50 especes de plantes herbacées ou de sous-
arbrisseaux vivaces et aromatiques de la famille des Lamiacées originaires surtout du bassin
méditerranéen. Les deux espéces les plus connues sont l'origan (Origanum vulgare) et la

marjolaine (Origanum majorana).

Le choix d’étudier d’Origanum majorana a été guidé d’une part par les indications
d’usage traditionnel, d’autre part par le peu de recherches répertoriées.C'est pourquoi nous nous
sommes intéressés a étudier Origanum majorana. Connue communément sous le nom de

marjolaine..

Dans I’intérét de ce travail qui consisté a comprendre deux méthodes d’extraction les plus
utilisés au laboratoire afin de conclure vis-a-vis a celle qui aura une meilleur valorisation des

activités biologique de la plante.

Ce manuscrit est composé de trois parties. Il est commencé par la synthése bibliographique
qui est structuré comme suit :
» Le premier chapitre traite des généralités de la phytothérapie et les plantes médicinales.
» Le deuxiéme chapitre est consacré par la plante étudiée (Origanum majorana).
» Le troisiéme chapitre est porté sur I’activité biologique.
La partie expérimentale est axée sur :

» Un screening phytochimique de la plante Origanum majorana,

-
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Extraction de I’extrait aqueux et hydrométhanolique,
Dosage des polyphénols totaux,
Dosage des flavonoides,

Y V. V V

Chromatographie sur couche mince,

Et enfin une étude biologique in vitro visant a évaluer le pouvoir antioxydant extrait aqueux
et hydrométhanolique par le test du piégeage du radical libre DPPH,

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

achevé par une conclusion et les perspectives envisagées.
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Synthése bibliographique La phytothérapie et les plantes médicinales

1. Phytothérapie
1.1. Définition

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques : "photon"et
"thérapie" qui signifient respectivement "plante” et "traitement™ (Mansour, 2015).

D'apres I'O.M.S (2000), la phytothérapie est la somme des connaissances, compétences et
pratiques qui reposent sur les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont
utilisées pour maintenir les étres humains en bonne santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer,
traiter et guérir des maladies physiques, mentales ou le déséquilibre social. Elle est reliée a une
expérience pratique et a des observations faites de génération en génération, et transmises de

facon orale ou écrite.
On peut la distinguer trois types de pratiques :

e Une pratique traditionnelle, parfois tres ancienne basee sur l'utilisation des plantes selon

les vertus découvertes empiriquement.

e Une pratique basée sur les avancées et les preuves scientifiques, qui recherchent des

principes actifs extraits des plantes.

e Une pratigue de prophylaxie, déja utilisée dans l'antiquité. L’Homme est déja
phytothérapeute sans le savoir : c'est notamment le cas dans la cuisine, avec l'usage d’ail,
du thym, du gingembre ou simplement du thé vert ; une alimentation équilibrée et
contenant certains éléments actifs étant une phytothérapie prophylactique (Boumediou et
Addoun, 2017).

1.2. Différents types de la phytothérapie

D'aprés Strang (2006), la phytothérapie comporte différentes types :
1. 2.1.Aromathérapie

Une thérapie qui utilise les substances aromatiques (essences) secrétées par de nombreuses de
plantes. Ces huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.

1.2.2. Gemmothérapie

Elle se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les

bourgeons et radicelles.
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1.2.3. Herboristerie

C'est la thérapie la plus classique et ancienne. L'herboristerie se sert de plante fraiche ou
séchee. Elle utilise la plante entiére ou une partie de celle-ci, écorce, fruits, fleurs. La préparation
repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération.

Ces préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante seche.
1.2.4. Homéopathie

Elle a recours aux plantes d'une fagcon prépondérante, mais non exclusive. Les trois quarts

de principe actif sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale.
1.2.5. Phytothérapie pharmaceutique

Elle utilise des produits d'origines vegétales obtenus par extraction et qui sont dilués dans
I'alcool éthylique ou autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une

action soutenue et rapide. Ils sont présentés sous forme de sirop, gouttes, gélules et Iyophilisats.

1.3. Avantages et efficacité de la phytothérapie

e De nombreuses éetudes scientifiques relatent les effets bénéfiques des plantes, parfois

méme supérieurs aux médicaments, et ce dans les plus grandes revues medicales.

e La phytothérapie couvre un trés large champ de maladies et I’industrie pharmaceutique
utilise de nombreux principes actifs végétaux pour traiter toutes sortes de maladies. Par

exemple le taxol (molécule utilisée pour le traitement du cancer) ;
e Les plantes medicinales sont beaucoup moins cheres que les médicaments de synthese;
e La phytothérapie peut étre utilisée comme un moyen de prévention ;

e La phytothérapie est accessible pour tout le monde et ne nécessite pas d’obtenir une

ordonnance;

e Le corps humain est mieux adapté a un traitement a base de plantes qu’a une thérapie

essentiellement chimique ;

e La production des plantes est trés peu polluante contrairement aux médicaments
chimiques (Oullai et Chamek, 2018).
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1.4. Inconvénients et limites d’utilisations de la phytothérapie

e Cure utilisant phytothérapie et compléments prendrait un certain temps. Vous devez

posséder une immense patience.

e La phytothérapie contient divers ingrédients et vous devez étre sr que votre corps est

d’accord avec les ingrédients et il n’est pas allergique.

e Un point a noter ici est, la phytothérapie et la médecine pour certaines affections peuvent
avoir des effets secondaires négatifs. Ces effets secondaires ne peut étre révélé
immédiatement, mais cela prendrait des mois voire des années. Dans les premieres

¢tapes, si la phytothérapie n’est pas d’accord avec vous, il est sage de cesser de I'utiliser.

e Rappelez-vous, le gouvernement ne réglemente pas I’industrie des herbes médicinales.

Par conséquent, il n’ya pas d’assurance qualité pour les produits a base d’herbes.

e |l ya tres peu de bons praticiens de la medecine de fines herbes, et il serait sage de vous
assurer que vous consultez un bon praticien avant de commencer sur la phytothérapie
(Ben Moussa, 2007).

Le manque de preuves scientifiques n'est pas en faveur de l'efficacité de phytothérapie, la
plupart des déclarations concernant les effets thérapeutiques sont faits par des praticiens eux-
mémes. Beaucoup d'entre eux n'ont pas été verifiés scientifiquement. Le diagnostic souvent
imprécis, le moyen de diagnostic connu est I'odorat, apparition des symptémes, testes d'efficacité
non connus, intérrogation des esprits et ancétres chez certaines religions. Ainsi que, le dosage
des produits est arbitraire et imprécis. De méme les méthodes de préparation sont non

hygiéniques (Sofowora, 2010).

Heureusement aujourd’hui, les phytothérapeutes connaissent le degré d'efficacité des
plantes médicinales et leurs limites dans le traitement de certaines pathologies. lls ne se
risqueraient jamais a juguler une maladie infectieuse aigué sans l'aide d'antibiotiques ni a soigner
une affection séreuse, comme le diabéte, uniqguement avec des plantes. Toutefois, ils peuvent
traiter et soulager efficacement leurs patients atteints de maladies bénignes avec un traitement a
base de plantes comme par exemple les affections gastro-intestinales, les problemes
dermatologiques ou d'affections légeres du systéeme nerveux (stress et insomnie) (Oullai et
Chamek, 2018).
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2. plantes médicinales
2.1. Définition

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites
primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents (Sanago,
2006).

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques pour
la santé humaine. En effet, elles sont utilisées de différentes manieres, décoction, macération et
infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine, feuille, fleur (Dutertre,
2011).

2.2. Historique

Les plantes medicinales sont utilisées par 'Homme depuis pres de 7 000 ans et que certains
animaux les consomment aussi dans un but thérapeutique (Hordé ,2014). Environ 35 000
especes de plantes sont employees a I'échelle mondiale a des fins médicinales, ce qui constitue le
plus large éventail de biodiversité utilise par les étres humains. Malgré I'influence croissante du
systéme sanitaire moderne, les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important
(Elgaj et al., 2007).

2.3. Efficacité des plantes entiéres

La phytothérapie a la différence de la médecine classique, recommande d'utiliser la plante
entiere, appelée aussi "totum" plutdt que des extraits obtenus en laboratoire. Une plante entiére

est plus efficace que la somme de ses composants (Iserin et al., 2001).

2.4. Mode de préparation des plantes pour la phytothérapie

Y a plusieurs modes de préparation des plantes en phytothérapie, et cela selon l'usage que

I'on veut en faire. Les modes de préparation les plus courants sont :

sL'infusion : Elle la plus simple et la plus rapide. Soit on dépose la plante dans de 1’eau au point
d’ébullition, soit on verse de I’eau bouillante sur la plante. Le mélange est ensuite couvert et
laissé pendant un temps qui varie en fonction de la plante utilisée, de quelques minutes a pres
d’une heure (Jesus, 2019).

 La décoction : Elle se fait en mélangeant le macérat et le solvant a température ambiante. On

fait bouillir le mélange a feu doux. D’une part, on ne peut préparer de décoction lorsque la
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chaleur détruit les ingrédients actifs, d’autre part, la chaleur peut accentuer leurs effets (Sean et
Timothy, 2005).

» La macération : Consiste a maintenir en contact la drogue avec un solvant a température
ambiante pendant une durée de 30 minutes a 48 heures. Cette méthode permet une extraction

douce des principes actifs, surtout lorsqu’ils sont thermolabiles (Chabrier, 2010).

* Les extraits : Communément, cela désigne la plante avec tous ses principes actifs, ¢’est-a-dire
la plante entiere de laquelle sont retirées les parties fibreuses et I’eau. Il existe plusieurs sortes
d’extraits « L’extrait sec, L’extrait liquide, Les extraits standardisés, Les lyophilisats » ( Gayet

et Pierre, 2013).

 La poudre : Elle s'obtient en pulvérisant une plante, soit au moulin a café, soit au mortier et au
pilon. Elle peut étre aisée en passant la plante au four a feu trés doux pendant quelques instants
(Morigane, 2007).

2.5. Eléments actifs des plantes

Parmi les originalités majeures des végétaux leurs capacités de synthétisé des substances
naturelles tres diversifiees. En effet, a coté des métabolites primaires classiques, glucides,
protides, lipides, ils accumulent fréquemment des métabolites secondaires. Ces derniers,
représentent une source importante de molécules utilisables par 'nomme dans des domaines

aussi différents que la pharmacologie ou l'agroalimentaire (Macheix et al., 2005).

Les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants biochimiques
naturellement présents dans une plante, ils lui conferent son activité thérapeutique. Les principes
actifs se trouvent dans toutes les parties de la plante, mais de maniere inégale et ils n‘ont pas les
mémes propriétés (Fig. 1). Exemple type, l'oranger ; ses fleurs sont sédatives, mais son écorce est
apéritive (Sebai et Boudali, 2012).

Plus de 200.000 structures de métabolites secondaires ont été identifiées (Amlan et Patra
,2010). Ces structures jouent un rdle important dans ’odorat et protection de plante contre les
ravageurs et radiations ultra-violets solaires (Kamra et al., 2006). lls ont aussi un role important
dans les interactions de la plante avec son environnement, telle que I’attraction des insectes
pollinisateurs (Greathead, 2003), communication intercellulaire, défense et régulation des

cycles catalytiques (Bélanger, 2008).
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Figure 01 : Squelette de base d'acide rosmarinique, principe actif majeur des plantes de la
famille de Lamiacées (Penchev, 2010).

2.6. Principaux groupes

Les métabolites secondaires sont classés en trois grands groupes : les composeés
phénoliques, terpenes et alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de

composes qui possedent une tres large gamme d'activités en biologie humaine (Mansour, 2009).

2.6.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires largement
répandues dans le regne végétal. Ils sont présents dans tous les fruits et légumes
(Waksmundzka-Hajnos et Sherma, 2011). Plus de 8000 structures ont été identifiées a partir
de simples molécules comme les acides phénoliques, jusqu'aux les substances hautement
polymérisées comme les tanins (Dai et Mumper, 2010). Ces molécules constituent la base des
principes actifs trouvées au niveau des plantes médicinales. Ils possédent un effet antioxydant,
antibactérien et antifongique et ils sont des protecteurs contre l'apparition de certains cancers
(Macheix et al.,2005). En effet, une alimentation équilibrée fournit a I’homme environ un
gramme de polyphénols chaque jour, soit dix fois plus que de vitamine C et 100 fois plus que de
caroténoides ou vitamine E (Scalbert et al., 2005). Les polyphénols peuvent se regrouper en
deux grands groupes ; les non flavonoides dont les principaux composés sont les acides
phénoliques, stilbénes, lignanes, lignines et coumarines (Hoffmann, 2003), et les flavonoides
dont on caractérise principalement les flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones,

anthocyanines, proanthocyanidines et flavanols (Pincemail et al., 2007).
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a- Flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques tres connus dans ce genre et jouent un réle

important dans le systéme de défense comme antioxydants(Benaissa, 2011).

Cette classe contient plusieurs composés chimiques, parmi lesquels : les acides
phénoliques, les Stilbénes hydroxylés, les coumarines, les lignanes, les lignines et les Xanthones
(Ghnimi, 2015).

5 4

Figure 02 : Squelette de base des flavonoides (Heim et al., 2002).
2.6.2. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotees d'origine végétale, de caractére alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes, la
plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et l'alcool et ont un gout amer et certains sont
fortement toxiques (Wichtl et Anton, 2009).

Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections

microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine).Des anticancéreuses (Iserinet al., 2001).
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Figure03 :Structure de base des alcaloides(lserinet al., 2001).
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2.6.3. Composés terpéniques

Les terpénes ( Terpénoides) sont des constituants habituels des cellules végétales, ils
constituent entre autre le principe odoriférant des végétaux (Klaas et al., 2002). Ces molécules
se présentent en forme des huiles essentielles, pigments (caroténe), hormones (acide
abscissique), des stérols (cholestérol) (Hopkins, 2003).

2.7. Utilisation

Depuis plusieurs années, I'utilisation de plantes médicinales ou de préparations a base de
plantes connait un succes croissant. Aujourd'hui, plus de la moitié de la population mondiale
pratique la phytothérapie (Sheng-Ji, 2001). Les plantes médicinales servent pour la production
de produits pharmaceutiques, onguents, crémes et autres produits naturels. Dans les pays en voie
de développement, environ 90 espéces servent a la production des médicaments industriels a
partir de mélanges d'herbes issues de collectes sauvages (Farnsworth et Soejarto, 1991). 30%
environ des medicaments prescrits par le médecin sont d'origine naturelle, alors que cette
proportion est de 50% pour les médicaments en vente libre (Sofowora, 2010). Parmi les
médicaments obtenus a partir de plantes, on trouve le taxol, isolé de I'if (Taxus baccata) qui a sa
place dans le traitement des cancers gynécologiques (Suffness, 1995). L'artémisinine, substance
isolée d'une armoise chinoise (Artemisia annua) est utilisée dans le traitement des formes
résistantes contre la malaria (Mouchet et al., 2004). Le ginkgo (Ginkgo biloba) est utilisé sous

forme d'extrait lors de troubles de la circulation cérébrale (Gentiana, 2001).

2.8. Plantes médicinales en Algérie

En Algérie 1'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans. Les premiers
écrits sur les plantes medicinales ont été faits au IXéme si¢cle par Isha-Ben-Amran et Abdallah-
Ben-Lounes, mais la plus grande production de livres a été réalisée au XVIleme et au XVIlleme
siecle (Benhouhou, 2015). Méme pendant le colonialisme francais de 1830 a 1962, les
botanistes ont réussi a cataloguer un grand nombre d’espéces médicinales. En 1942, Fourment et
Roques ont publiés un livre de 200 espéces végétales d'intérét médicinales et aromatique, la
plupart d’entre elles sont du Nord d’Algérie et seulement 6 especes sont localisées au Sahara

(Benhouhou, 2015).

En effet, I'Algérie constitue aujourd’hui un importateur net de plantes aromatiques et
médicinales, elle importe presque la totalité de ses besoins en plantes aromatiques, médicinales
et huiles essentielles. Aussi, la matiere brute de ces plantes est vendue a des prix dérisoires, par

contre que le produit fini est importé a des prix exorbitants. C'est pour cela que I'Algérie devrait
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rendre le marché des plantes médicinales une filiere a part entiére afin de tirer profit de son riche
potentiel, & l'instar des autres pays du Maghreb (A.P.S, 2015).




Chapitre 02
Généralité sur la
Marjolaine
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1. Description botanique de la famille Lamiacée

L’ordre des Lamiales est un ensemble important comprenant actuellement 17.800 especes
réparties en 21 familles ; 'une des principales est celle des Lamiacées, anciennement appelée
Labiées (Belmont, 2013), est composée de prés de 258 genres et 6970 espéces d’herbes,
d’arbustes et d’arbres (Djahra, 2014). Elle est contient énormément importantes plantes
aromatiques utilisées en médecine traditionnelle et moderne et dans les industries alimentaires et
pharmaceutiques, le Romarin, le Thym, I'Origan et la Sauge, ce sont les plantes plus populaires
dans les remédes traditionnels (Nieto, 2017).

Les feuilles de cette famille sont opposées décussées , simples , parfois composées
(Spichiger et al., 2004) , leur tige est carrée , certaines espéces sont dressées , d'autrescouchées
portant des feuilles opposees ou verticillées ( Labiod, 2016) , Les inflorescences formées par de
faux verticilles axillaires ou glomérules proviennent de la réunion de 2cymes bipares (Caillaud
,2013 ).Les fleurs voyantes des Lamiacées sont politisées par des abeilles, des guépes, des
papillons de jour et de nuit, des mouches, des scarabées et des oiseaux. La levre supérieure
recourbée de la corolle protege généralement les étamines et le stigmate, alors que la lévre
inférieure fournit une piste d'atterrissage et est souvent remarquable (judd et al., 2002), les fruits
sont untétrakeres (Ayaidla, 2011).

2. Genre Origanum

Le terme « Origan » est apparu dans la langue au Xllle siecle (Bouhadouda, 2016).
Oregano en Anglais , il dérive du latin Origanum, qui est lui-méme issu du grec ancien origanon
qui composeé de deux mots : oros « montagne » et « ganos »: éclat, beaute, qui signifie "ornement
des montagnes” Communément appelé « joie des montagnes » ou « parure de montagnes » en
raison de leur beauté et leur abondance sur les montagnes méditerranéennes puisque cette plante
préfére des altitudes élevées de 400-1800 m dans le climat méditerranéen et dans les endroits

ensoleillés (Vasudeva et Goel., 2015).

Le genre Origan se compose de 43 especes et 18 hybrides disposés en trois groupes et 10
sections (Krishnakumar et Potty, 2012). Ce genre comprend plusieurs especes, des sous
especes, des variétiés et des hybrides qui peuvent étre individuellement distingués, mais il existe

encore de grandes variations (Amar et EI Wahab, 2013).
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2.1. Nomenclature

L’Origanum vient de deux mots grecs, "oros" qui veut dire montagne et "ganos" qui
signifie éclat ; ce mot signifierait "ornement des montagnes" (Bouhaddouda, 2016), leterme
francaise apparait au XIII siécle, les «Oregano» européens (Origanum sp) et mexicains (Lippia
sp), Le nom «Oregano» est communément utilise a travers le monde pour définir unaréme et une

saveur épicés (Simonnet et al., 2011).
2.2. Position systématique
Classification taxonomique d’aprés Deysson1967 (Figueredo ,2007)

Tableau 01 :Classification taxonomique de genre origanum

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Série Superovariees tétracycliques
Super ordre Tubi florales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Népétoidées
Genre Origanum

2.3. Présentation botanique du genre Origanum

L’Origanum est une plante herbacée vivace (Aiboud, 2012), leur tiges sont plus basses,
généralement ligneuse, on trouve plusieurs tiges dressées, de section quadrangulaire ouramifié,

ces tiges peut persister I’hiver a 1’état sec (Caillaud, 2013).

Ils portent des branches latérales sur le quart ou la moitié supérieure, de longueur trés
variable de 10 a 60 cm, la plupart des tiges portent des poils, au moins a la base dans toutes les

especes, les poils sont simples (Paulus, 1997).
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Les feuilles sont simples, opposées, ovales portent des poils glandulaires ou non sur leur
surface (ElI Bbrahimi, 2014), elles portent des poches sécrétrices sessiles ou pédonculées, ces
glandes sécrétrices sont aussi présentes sur tiges, bractées, calices et corolles(Chickoune, 2007).

Les inflorescences sont portées par chacune des tiges et chacune des branches ; I’aspect en
panicule sera fonction du nombre de branches, les bractées sont arrondies, ovales oulancéolées,
les plus petites ressemblent a des feuilles, les plus grandes sont fines et membraneuses, souvent
pourpres ou de couleur jaune-vert (Figueredo, 2007).

On distingue également trois groupes au sein du genre Origanum:(Kintzios, 2002)

- Le groupe A, possédant un calice plutét large de 4 a 12 millimétres, et une ou deux
levres. Ses bractées sont plutét larges, de 4 a 25 millimetres de long, membraneuses,

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

- Le groupe B, possédant quant a lui un calice plutét petit de 1,3 a 3,5 millimetres, et une
ou deux levres. Ses bractées sont plutdt petites, de 1 a 5 millimetres, d’une texture et d’une

couleur semblables aux feuilles, plus ou moins "poilues”.
- Le groupe C, possédant un calice avec cing dents subégales.

Tableau 02 : Liste d’espéces du genre Origanum (Kintzios, 2002).

Groupe Section Espéces / Sous-espéces / Variétés

O. boissieri letswaart
O. calcaratum Jussieu
O. cordifolium Vogel
Amaracus Bentham O. dictamnus L.

O. saccatum Davis

O. solymicum Davis

O. symes Carlstrom

O. akhdarense letswaart et Boulos
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Anatolicon Bentham

. cyrenaicum Beguinot et Vaccari
. hypercifolium Schwarz et Davis
. libanoticum Boissier

. pampaninii letswaart

. scabrum Boissier et Heldreich

. sipyleum L.

. vetteri Briquet et Barbey

. acutidens letswaart
. bargyli Mouterde

. brevidens Dinsmore
Brevifilamentum letswaart . hausskenechtii Boissier

. husnucan-baserii Duman, Aytac et Duran

. leptocladum Boissier

. rotundifolium Boissier

Longitubus letswaart

. amanum Post

Chilocalyx letswaart

. bilgeri Davis
. micranthum Vogel
. microphyllum Vogel

. minutiflorum Schwarz et Davis

. majorana L.
. onites L.

. Syriacum L.
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Majorana Bentham

. Syriacum L. var. syriacum
. syriacum L. var. bevanii letswaart

. syriacum L. var. sinaicum letswaart

Campanulaticalyx letswaart

0O O O O o o

. dayi Post

. isthmicum Danin

. jordanicum Danin and Kiinne
. petraeum Danin

. punonense Danin

. ramonense Danin

C Elongataspica letswaart

. elongatum Emberger ex Maire
. floribundum Munby

. grosii Pau et Font Quer ex letswaart

Origanum

0O O O O o o o o o o

. vulgare L.

. vulgare L. ssp. vulgare

. vulgare L. ssp. glandulosum letswaart
. vulgare L. ssp. gracile letswaart

. vulgare L. ssp. hirtum letswaart

. vulgare L. ssp. virens letswaart

. vulgare L. ssp. viride Hayek

Prolaticorolla letswaart

®]

. compactum Bentham
. ehrenbergii Boissier

. laevigatum Boissier
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Tableau 03 : Liste des espéces hybrides reconnues du genre Origanum (Kintzios, 2002).

O. x adonidis

O. x applii

O. x barbarae

O. x dolichosiphon

O. x hybridinum

O. x intercedens

O. x intermedium

Espéces hybrides | O. x lirium

O. X majoricum

O. X minoanum

O. x pabotii

O. X symeonis

O. amanum x dictamnus
O. calcaratum x dictamnus
O. micranthum x vulgare ssp. Hirtum

O. sipyleum x vulgare ssp. Hirtum

3. Marjolaine
3.1. Historique

Le terme origan provient du latin Origanum, lui-méme issu de grec origanon. Le terme
francgais apparait au Xllleme siécle. En le decomposant étymologiquement, on trouve oros, la

montagne et ganos, éclat, aspect riant, d’ou la signification « qui se plait sur 1a montagne ». En
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effet, ’origan ornait les montagnes méditerranéennes en abondance et assurait leur beauté.

(Bouhaddouda, 2016).

Marjoram a une longue histoire derriére que les Romains et les Grecs ’ont utilisé pour
couronner leur couple nuptial avec des couronnes sur Marjoram afin de symboliser le bonheur,
I’honneur et I'amour (Muqgaddas, 2016). Dans I’ancienne Egypte, la marjolaine était utilisée
pour désinfecter et préserver la nourriture et son huile était transmise sur le front et dans les
cheveux. Traditionnellement, les feuilles de marjolaine sont utilisées pour guérir le diabéte,

I’insomnie, le catarrhe, I’asthme et la nervosité (Tripathy et al., 2017).
3.2. Définition

La Marjolaine (Origanum majorana) est une plante annuelle de la famille des Lamiacées,
cultivee comme plante condimentaire pour ses feuilles aromatiques. C'est une espece trés proche
de I'Origan commun (Origanum vulgare). Elle est parfois appelée Marjolaine des jardins ou
Origan des jardins (Dubois et al., 2006). Autres noms communs : marjolaine officinale,
marjolaine a coquilles, la marjolaine vraie, Marjolaine francaise, Sweet Marjolam. Dans
I'Afrigue du Nord les Arabes la nomment Khrezama (Tunisie), Meurdekouch (Maroc),
Mardguscia (Tripojiiaine), et parfois Mazermouch ou Marikoum, noms qui s'appliquent aussi a

d'autres especes d’Origanum (Dubois et al., 2006).
3.3. Description botanique

Origanum majorana L aussi connue sous le nom de Marjolaine ou Origan des jardins, est
une herbacée qui appartient a la famille des Lamiacées ne dépassant pas 80 cm de haut), qui a
des feuilles de 1 a 2 cm de long, opposées, vert grisatre, ovales entieres; ses fleurs sont petites,
blanches ou violettes, disposées en groupes axiaux serrés avec deux bractées en forme de cuillere
(Lakhrissi, 2015).

Les fleurs de cette plante sont hermaphrodites dans la nature ayant les deux sexes sur la
méme plante.Les graines sont minuscules, ovales, foncées et brunes qui mdrissent d’aoit a
septembre. L’Origanum majorana a des racines pivotantes. Elles ont un diamétre de 0,2 mm a
0,6 mm. Les racines de la plante sont de forme sub-cylindrique et plissées longitudinalement
avec des fissures transversales. Elle a une odeur aromatique et un go(t non persistant. Les

fractures sont longues, irréguliéres et fibreuses (Muqgaddas, 2016).
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Figure 04 : présentation d’Origanum Majorana. L (Schaal ,2010).

3.4. Taxonomie
Origanum Majorana repertoriée comme suit :

Tableau 04 :Classification taxonomique d’Origanum majorana

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopetales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Népétoidées
Genre Origanum
Espéce Majorana

e Noms vernaculaires
Nom francais : la marjolaine
Nom arabe : Merdgouche, Merdgoucha, Berdgouche « (s s y, (i $82 3,45 883 ya »

Nom scientifiques : Origanum Majorana L
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3.5. Répartition géographique
3.5.1. Dans le monde

Le genre Origanumest largement répandu dans les régions euro-sibériennes et
iranosibérienne (Bekhechi, 2008). Elles sont principalement distribués sur le pourtour dubassin
méditerranéen, dont prés de 80 % exclusivement présents dans I’Est méditerranéen (Simonnet,
2011). La plupart sont originaires ou limitées a l'est partie de la zone méditerranéenne, Europe,
Asie et Nord Afrique (Hussain et al., 2010). Est principalement répartit en Turquie, en Grece et
au Moyen Orient (El brahimi, 2014).

~

Figure 05 : La Distribution du genre Origanum dans le monde (Zenasi, 2014)

3.5.2. En Algérie

L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales au regard de sa superficie et de
sa diversité bioclimatique. L’Origanum de la famille des Lamiacées, comprend plusieurs espéces
botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones arides
(Saidj, 2007). Il est représenté en Algérie par de nombreuses especes qui ne se prétent pas
aisément a la détermination en raison de leur variabilité et leur tendance a s’hybrider facilement.

Elleest représentée par trois espéeces spontanées phylogénétiqguement:

e Origanum majorana et Origanum vulgare ssp glandulosum Desf en démique
Algérotunisienne

e Origanum floribundum en démique Algérienne.
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3.6. Composition chimique d’Origanum majorana

Les études menées par shan (2005) sur les extraits de la partie aérienne de 1’espéce
Origanum majorana ont montré la présence des acides phénoliques : acide caféique, acide
galique, acide cinnamique, acide carsonique, acide rosmarinique..., des flavonoides :
I’apigénine, la lutéoline, la quercétine, la catéchine et leurs glycosides talques la rutine et

I’isovetexine.

D’autre part, la lutéoline-7- Diglucoside, 1’apigénine-7-glucoside, la diosmétine-7-
glucuronide, le 6-hydroxyapigénine, I’arbutine et le méthylarbutine sont présents en tant que

flavonoides glycosides dans la marjolaine.

Par ailleurs, I’étude chimique de I’espéce Origanum majorana effectuée par Dorman
(2003) a révéle la présence des triterpenoides telques : le B-sitostérol, 1’acide oléonalique, et

’acide ursolique.
3.7. Utilisation et posologie de la marjolaine

La quantité de feuilles séchées de marjolaine a prendre pour préparer une infusion ne doit
pas depasser 30 pincées pour 1 L d'eau chaude. Le patient en boira 2 tasses le matin au réveil ou

a midi, apres le repas.

La posologie a respecter pour la teinture mere est de 20 gouttes pour un grand verre d'eau,

a raison de trois fois par jour (Jesus, 2017).
3.8. Propriétés médicinales de la marjolaine

O. majorana est une plante trés populaire utilisée dans notre région. Elle posséde des
applications tres vastes tant dans le domaine alimentaire que celui de la médecine.
Traditionnellement, les feuilles sont utilisées par voie orale (en tisane ou mastication) dans le
traitement symptomatique de diverses pathologies telles que les troubles digestifs et les troubles
respiratoires. En effet, les feuilles de cette plante possédent un effet antalgique par son action sur

les récepteurs acide gamma-aminobutyrique (Aiche — iratni, 2016).
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Tableau 05 : Usage médical traditionnel de Origanum majorana (Sharifi-Radet al., 2020)

Espece d'origan Pays Indications pour I'utilisation
Algérie | Troubles digestifs
Chypre | Troubles digestifs et respiratoires, probléemes de
reproduction
Origanum majorana | Maroc Troubles digestifs
Turque | Troubles digestifs et nerveux, rhume
Cuba Troubles digestifs, respiratoires et nerveux, diabéte,

insomnia

|
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1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules naturelles de notre propre métabolisme, ils sont tres
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 dégats a la membrane cellulaire, aux protéines, aux parois des vaisseaux
sanguins, aux lipides ou méme a I’ADN. Les radicaux libres sont des espeéces réactives
d'oxygene (EOR) et les dérivés d'espéces 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

I’exposition aux rayonnements (Govindarajan et al., 2005).
1.1. Différents types de radicaux libres

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient
de distinguer deux grandes classes de radicaux libres: les radicaux libres primaires, directement
formés a partir de I'oxygeéne et les radicaux libres secondaires ou organiques genérés par l'action

des radicaux libres primaires (Binov, 2001), comme est représenté dans la figure suivante :

1
03 réaction en chaine
= Amplification du flux de RL
peroxydation lipidique
0, _’02 T ~ ROO
Y Oxydation *R "
Lipides 00 ::OO
(010}

Protemnes. .

Radicaux libres primaires Radicanx libres secondaires

Figure 06:Formes actives de lI'oxygene dans la cellule (Binov, 2001)
1.1.1. Radicaux libres primaire

Les radicaux libres primaires sont les plus dangereux car ils sont directement formés a
partir de I'0,(Reichl et al. 2004). L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé

“especes réactives de I'oxygene” (ERO). Cette appellation n’est pas restrictive , elle inclut les
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radicaux libres de ’oxygéne proprement dit : radical superoxyde (0°2-), radical hydroxyl (OH®),
monoxyde d’azote (NO°) mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs nonradicalaires dont la
toxicité est importante : 1’oxygeéne singulet (¥20,), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et le
peroxynitrite (ONOO ) (Favier, 2003).

1.1.2. Radicaux libres secondaire

Ils ne sont pas formés spontanément, ils sont formes par I'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 étrangéres (xénobiotiques). Ainsi, des composés tels que le 1,2
dibromométhane (additif présent dans I'essence), ou le paracétamol peuvent étre métabolisés en
radicaux libres, et étre ainsi la cause de lésions dans l'organisme (Reichl et al., 2004). Au niveau
de la cellule, il est trés important de contrbler la production de radicauxlibres primaires
essentiellement O°2- etH,0,. En effet, cela entraine une production moins importante de
radicaux libres secondaires et donc par consequent une protection des constituants cellulaires et

un maintien de l'activité biologique de la cellule (Binov, 2001).
1.2. Role des radicaux libres chez les plantes

Les ERO sont continuellement produites chez les plantes selon le métabolisme aérobie. En
fonction de leur nature, certaines, trés toxiques, sont rapidement détoxifiées par divers

mécanismes enzymatiques et non-enzymatiques.

Alors que les végétaux génerent pléthore de processus pour combattre la croissance
desERO produites dans les conditions de stress abiotique (chocs thermiques, irradiation
excessive, couched’ozone, sécheresse, salinité...), dans d’autres circonstances, ils peuvent tout
aussi engendrer délibérément des ERO au titre de molécules signal afin de contrbler de
nombreux phénomenes comme la défense contre des pathogénes (stress biotique), la mort

cellulaire programmeée (apoptose) et le comportement stomatique (Bouchouka, 2016).
2. Stress oxydatif

Est défini comme un déséquilibre entre la production des radicauxlibres 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 1’équilibre entre
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les espéeces réactives de I'oxygene et les especes antioxydantes. Mais en conditions d'oxydation,
les pro-oxydants emportent sur les antioxydants, qui peuvent conduire a de nombreuses maladies
inflammatoires (Bayala, 2014).

3. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou
inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja produits et de les
inactiver, bloquer de ce fait la réaction en chaines de propagation produite par ces oxydants
(Tang and Halliwell, 2010).

3.1. Role des antioxydants

Les antioxydants peuvent protéger I’organisme contre les effets néfastes des especes

réactives comme suit :

e Inhibition de la formation des radicaux libres.

e Neutralisation des radicaux libres.

e Amélioration du systeme de défense du corps.

e Réparation des dommages résultants de radicaux libres en agissant spécifiquement par

chélation des métaux de transition ou agir en synergie avec d’autres antioxydants pour se

régénérer (Lamina et al., 2013, Liochev, 2013, Valko et al., 2006).
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SOD \\' / Vitamane EC
( catalase Glutathion /
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Figure 07 : Systemes de défense naturels contre les radicaux libres (Binov, 2001)
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3.2. Types d’antioxydants

Pour contrbler la production permanente des espéces réactives, les organismes vivants
possedent des systemes de défense qui les protégent contre les dommages de ces radicaux. Les
antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont produits par
I’organisme, ce sont les antioxydants endogénes ou proviennent de I’alimentation ou la

médication et sont donc exogénes (Rajesh et al., 2013).
3.2.1. Antioxydants naturels
3.2.1.1. Antioxydants enzymatiques

Ce systeme comprend plusieurs éléments dont les plus connus sont : le superoxyde

dismutase (SOD), la catalase, la glutathions peroxydase (GPx).

a. Le superoxyde dismutase (SOD) : elle catalyse la dismutation de I’action superoxyde en

hydrogene peroxyde (H,0,) et en oxygéne.
202 + 2H - H202 + 02

b.La catalase : cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (valko et al.,

2006).Elle permet de convertir deux molécules de H,0,enH,0et0,.
H202 + H202 i 2H20 + 02

c. La glutathion peroxydase : une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol
et la matrice mitochondriale. Elle a pour activit¢ la dégradation des peroxydes

organiques(ROOH) et du peroxyde d’hydrogene (H,0,) (Valko et al., 2006).
GPX
2GSH(réduit) + H,0, » GSSG(oxydé) + 2H,0
GPX
2GSH(réduit) + ROOH — GSSG(oxydé) + ROH + H,0
A cOté de ces enzymes principales, il se trouve :

d. Les peroxyredoxines (Prxs) : ce sont des enzymes dimériques avec une masse moléculaire

d’environ 23 kDa. Ils sont caractérisés par la présence de résidus de cystéine a leur centre
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catalytique et agissent en tant qu'antioxydants spécifiques. Ces protéines sont également

impliquées dans la dégradation enzymatique de H,0,, d'hydroperoxyde et dONOO-.
Prx(—SH), + 2H,0, —» Prx— S, + 2H,0 + O,
La thioredoxine peut régénérer la forme réduite du Prx.
Prx — S, + Trx — (SH), - Prx(—SH), + Trx — S (Cardenas et al., 2013).

e. Les paraxonases : recemment, la famille paraoxonase (PON) a émergé comme une nouvelle
classe d'enzymesantioxydantes, jouant un réle important dans les maladies associées a I'obésite,
notamment les maladies cardiovasculaires et le diabéte. Elle se trouve en particulier, a la surface
des lipoprotéines de haute densité (HDL), PON1 protege les lipoprotéines de basse densité
(LDL)et des cellules circulantes contre les dommages oxydatifs, évitant ainsi les réactions

inflammatoires dans les cellules de la paroi artérielle (Savini et al., 2013).

f. L'héme oxygénase-1(HO-1) : I’'HO-1 joue un role important dans le métabolisme de I'héme,
elle est considérée comme une enzyme antioxydante capable de réduire le stress oxydatif et
inhiber I'inflammation. Des résultats récents indiquent que HO-1 joue un role bénéfique dans les
maladies cardiovasculaires et dans la régulation du poids corporel et le métabolisme dans le
diabete et I’obésité(Savini et al., 2013).

g. Thioredoxin (Trx) : cette enzyme avec un poids moléculaire de 12 kDa, est principalement
trouvée dans le réeticulum endoplasmique, sous la forme réduite. Elle contient deux groupes thiol

(SH) qui peuvent étre oxydés pour former le bisulfure (S2 ou S-S)
Trx — (SH), + protein — S, - Trx — S, + protein — (SH).
Trx peut également réagir directement avec H, 0,
Trx — (SH), + 2H,0, — Trx — S, + 2H,0 + 0,(Cardenas et al., 2013).
3.2.1.2. Les antioxydants non enzymatiques

Ce systéeme comprend plusieurs molécules tels que le glutathion, I’acide urique et les
protéines de stockage des métaux de transition (ferritine, transferrine, lactoferrine,
ceruloplasmine) (Savini et al., 2013). D’autres substances exogénes apportées par
I’alimentation, telles que les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone),ou
les caroténoides agissent en piégeant les radicaux et en neutralisant I’électron non apparié, les

transformant ainsi en molécules stable.
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a. La vitamine E

C’est un terme qui désigne un ensemble de composés phénoliques appelés tocophérols) a,
8,0, 8(ou tocols). lls différent les uns des autres par la position des groupes méthyles sur le
cyclearomatique. C’est 1” a tocophérol qui est biologiquement le plus efficace. Plus de 50% de la
vitamine E se trouvent dans les tissus adipeux, le caractére hydrophobe de cette vitamine lui
permet de s’insérer au sein des membranes biologiques riches en acides gras polyinsaturés,
ouelle joue un rdle protecteur efficace en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique
induite par les espéces réactives (Papas, 2008 ; Yang and Clements, 2013).

b. La vitamine C

Elle est essentielle pour I'Homme, car elle a plusieurs fonctions critiques comme un
cofacteur enzymatique et un antioxydant (Kim et al., 2013), en tant que cofacteur enzymatique,
la vitamine C est impliquée dans la synthése des catécholamines, du collagéene, la synthese
decarnitine, la transformation de la dopamine en noradrénaline, le métabolisme des stéroides,
dela tyrosine, du cholestérol et la formation de I'acide biliaire. Comme antioxydant, la vitamineC
protege I'ADN, les protéines, les lipides, les enzymes et d'autres antioxydants par le piégeage des

radicaux libres et la réduction des ions métalliques (Ge et al., 2008 ; Pallauf etal., 2013).
c. Les caroténoides

Les caroténoides sont généralement de bons capteurs de radicaux hydroxyles OH
etperoxyles RO. lIs sont donc susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique. Les
caroténoides peuvent aussi capter I'oxygéne singulet, ce qui leur permet d'exercer une protection
vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets (Gardés et al., 2003). Lep-carotene
(provitamine A), le composant le plus efficace dans la famille des caroténoides ; est une
substance liposoluble susceptible d’étre transformé en vitamine A dans le corps (Sanders and
Emery, 2003).

d. Les polyphénols

Les polyphénols sont connus par leur activité antioxydante (Zhu et al., 2012) qui est due a
la présence d'un nombre important de groupements hydroxyles phénoliques (Hannan et al.,
2012). Les propriétés redox de ces composés leur permettent d’agir en tant qu’agents réducteurs,
donateurs 27 d’hydrogéne et ¢liminateurs de 1’oxygéne singulet. Certains montrent des
propriétés chélatrices de métaux (Proestos et al. 2013) et d’autres peuvent empécher la

production enzymatique des espéces réactives de ’oxygéne (ERO) telles que I’inhibition de
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cyclooxygenase, lipoxygenase et cytochrome P450 (Ferguson, 2001),de méme, augmenter
I'expression des enzymes qui ont une activité antioxydante telles que la glutathion peroxydase, la
superoxyde dismutase et la catalase (Jayasena et al., 2013).

3.2.2. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques tel que le butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne
(BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ) sont largement utilisés dans
I’industrie alimentaire parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels.
Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques (Yu et al.,
2000). En effet, le BHA convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou
carcinogénes en augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extra-

hépatiques (Barlow, 1990).
3.3. Méthode d'étude d'activité des antioxydants des plantes médicinales

L'activité antioxydant des plantes médicinales est évaluée soit par le dosage des produits
formés (en particulier des hydroperoxydes) par des techniques photométriques plus ou moins
directes, soit par la mesure de l'efficacité du composé a piéger des radicaux libres. Les
principales méthodes d'évaluation de l'activité des plantes médicinales sont : ORAC (oxygéne
radical absorbance capacity), TEAC (Troloxequivalentantioxidantcapacity) ou ABTS (2,2-
azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6-sulphonate) et DPPH+ (2,2- diphényl-1- picrylhydrazyl). Ces
méthodes se différentes par les mécanismes de réduction des radicaux libres par les antioxydants:
par transfert délectron ou par transfert datome d'hydrogéne. Les méthodes ABTS.+,
DecolorizationAssay (ou TEAC) et DPPH sont baseées sur le transfert I'électron, alors que la

méthode ORAC sont basée sur le transfert d'un atome d'hydrogene (lris et al., 1999).

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle D’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une fagon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de 1’échantillon a tester.

(Popovici et al., 2009).

Tableau 06 : Description de quelques tests antioxydants

Tests DPPH ABTS FRAP ORAC

Mécanisme transfert transfert transfert Transfert de
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Réactionnel d’¢électron d’¢électron et d’¢électron proton
majoritaire de proton

Nature des Hydrophiles et | hydrophiles et Hydrophiles hydrophiles et

molécules lipophiles lipophiles lipophiles

testées

Expression EC50 et/ou en EC50 et/ou en en mg ou pmol EC50 et/ou en

des résultats mg ou pumol mg oupmol équivalent Fe+3 | mg ou umol
équivalent équivalent équivalent
Torolox Torolox Torolox

Avantages Trés facile a Trés facile a Trées facile & | - Facile a mettre

mettre enccuvre.

-Peu couteux.

mettreen ccuvre.
- Cinétique de
réaction trées
rapide.

- Peu couteux.

mettreen ccuvre.

- Peu couteux

en ceuvre.

- couteux
(nécessite d’un
fluorimetre)

- Utilisation d’un

générateur de

radicaux (ROQe)
Inconvénients | - Encombrement | produit de PH utilisé non - Mécanisme de
stérique de dégradation physiologique. génération
molécules a antioxydants. -Interférences des ROO* non
hauts poids - Radical possibles a 595 physiologique.
moléculaires. inexistant in nm - Interférence
- Interférences Vivo. - Interférences possible des
possibles a515 aveccomposes protéines.
nm. possédant E°<
- forte 0.77v.
dépendance au
PH etau solvant.
-Radical
inexistant in
Vivo.
Références (Bossokpi, 2002) | (Pelli et Lyly, | (Brand- (Pinelo et al.,
2003) Williams et al., | 2004)
(Pastre et | 1995) (Awika et
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Priymenko, Rooney, 2004)
2007)

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de cette activité par la méthode

suivant :
3.3.1. Méthode du piégeage du radical libre DPPHe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphényl-p-picrylhydrazyle)
fut 'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité
antioxydante Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Figure 08). Du
fait de cette delocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres, i.c. DPPHe reste
dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire. La delocalisation provoque
aussi la couleur violé bien caractéristique de la solution de DPPHe. La mesure de I’efficacité
d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue, due a une
recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm

(Perovskites and Realated, 2004).

NO,

O,N \ / N N

NO,

Figure 08: Structure chimique du radical libre DPPH

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants (Figure 09) est tributaire de deux type de
mécanisme : (i) la libération de ’atome hydrogene de groupement hydroxyle ; (ii) la libération

d’un électron (Nanjo et al., 1996).
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L’objectif de 1’étude est de proposer une technique rapide et reproductible permettant de

comparer les extrais vis-a-vis de leur action sur les phénomenes du piégeage des radicaux libres

(Popovici et al., 2009).

NO, RH (Antioxydant)
”Q‘ by Q
- O a

Figure 09 : Mécanisme réactionnel du test DPPHentre 1’espéce radicalaire DPPH et un

antioxydant (RH).
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Partie expérimental Matériel et methodes d’analyses

1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans le présent travail, est les feuilles d’Origanum majorana.
Cette derniére était achetée du marché de Guelma. Apres I’achat, le matériel végétal est débarrassé

des débris. Il est ensuite broyeé et conservé dans des flacons.
2. Méthodes d’analyses

2.1. Détermination de la teneur en eau

2.1.1. Mode opératoire

La vase de tarea été séchée a 1’étuve pendant 30 min a 100 °C avec couvercle incliné , puis
refroidi,2 g de I’échantillon a été placés dans 1’étuve pendant 30 min a 100 °C puis refroidi au
dessiccateur durant quelques minutes puis pese, la vase tarea eté remise avec un couvercle incliné
dans I’étuve pendant une demi heure puis pesée comme précédemment. Le séchagea été arrété
lorsque la différence entre les deux pesées est inférieure a 0,02 g dans le cas contraire 1’opération a

été continuée jusqu’a I’obtention d’un poids constant.
2.1.2. Expression des résultats

La teneur en eau (%) dans la matiere végetale est calculée par la formule suivante :

%Hzo = (m3 — ml)/(mz — ml) X 100

m, : Masse de verre de tare (g).

m, : Masse de la prise d’essai avant le séchage (g) +m;.
ms : Masse de la prise d’essai apres séchage (g) +m;.
2.2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique représente I’ensemble des techniques qualitatives permettant la
détermination des différents groupes chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des

réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des substances chimiques.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais les principaux sont les polyphénols totaux
y compris les flavonoides, les anthocyanes, les tannins, les coumarines, les alcaloides, les

saponosides, les stéroides, les stérols, les terpénes...etc. (Lendvai et al. 2002).
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Le screening est réalisé soit sur la poudre végétale, soit sur I’infusé.
2.2.1. Mise en évidence des flavonoides

A 3 g de la poudre végétale sont ajoutés 75 ml d’eau distillée, le mélange était porté a
ébullition pendant 15 minutes. Filtré et refroidir (Mbodj, 2003).

Coloration par le perchlorure de fer (FeCl3).

Les flavonoides, du fait de la présence de fonctions phénoliques dans leur géniens, donnent des
colorations variées avec des diluées de(FeCl3). 2 a 3 gouttes d’une solution de FeCl;diluée a 2%
sont ajoutées a 2 ml de solution extractive. L’apparition d’une coloration verdatre, indique que le
test est positif (Mbodj, 2003).

2.2.2 Mise en évidence des saponosides

A 100 ml d’eau distillée bouillante sont ajoutés 1 g de la poudre végétale, le mélange était
maintenu un quart d’heure et aprés filtration le filtrat était t ajusté a 100ml. 1ml du décocté a 10%
était ajusté a 10 ml avec de I’cau distillée, le mélange est agité verticalement puis laisse reposer
pendant 15 min. L’apparition d’une mousse qui dure quelque instant indique la présence des

saponosides(Karumi et al, 2004).
2.2.3. Mise en évidence des tanins

5 g de poudre sont suspendus dans 100 ml d’eau bouillante. Aprés infusion pendant 15 mn,
le mélange est filtré puis le filtrat estajusté a 100 ml avec de I’eau distillée. 11 était introduit 5mi
d’infusé a 5 % dans un tube a essais, puis 1 ml d’une solution aqueuse de FeCl;a 1 % est ajoutée a
ce mélange. En présence de tanin, il se développe une coloration verdatre ou bleu noir (Edeogal
et al, 2005).

Tanins Catéchiques

A 5 ml de solution & 5% est ajouté 5 ml de ’HCI. L’ensemble a été porté a ébullition
pendant 15mn puis filtré. En présence de tanins catéchiques, il se forme un précipité rouge
(Edeogal et al, 2005).

Tanins galliques : réaction de stiasny

A 30 ml de solution & 5% sont additionnés 15 ml de réactif de stiasny. Aprés chauffage au bain-

marie a 90°c pendant 15 mn et filtration le filtrat est saturé par 5 g d’acétate de sodium. Ensuite,
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1 ml d’une solution de FeCl; (a 1%) est ajouteé, I’apparition d’une teinte bleu noire montre la

présence de tanins galliques non précipité par réactif de stiasny(Edeogal et al, 2005).
2.2.4. Mise en évidence des mucilages

A 1 ml du décocté & 10 % sont ajoutés 5 ml d’éthanol absolu. Aprés une quelques minutes,
I’obtention d’un précipité floconneux dans le mélange, indique la présence de

mucilages(Karumi et al, 2004).
2.2.5. Mise en évidence des coumarines

1 g de la poudre végétale sont introduites dans un tube a essais, le tube recouvert avec un
papier imbibé d’une solution de NaOH est place dans un bain-marie pendant quelques minutes.
0,5 ml de NH,OH (10%) sont ensuite ajoutés. Deux tachesont été déposees sur un papier filtre
et la révélation est réalisée sous la lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la

présence des coumarines (Rizk, 1982).
2.2.6. Mise en évidence des glycosides

5 g de plante sont additionnés a 50 ml d’une solution de I’acide tartrique 2% dans
I’éthanol, le mélange est chauffé durant 2 h, apres filtration et lavage par 1’é¢thanol, le mélange
est introduit dans I’eau chaude .Aprés une deuxieme filtration, 2 gouttes de liqueur de Fehling
sont ajoutées a 2 ml du filtrat, le chauffage au cours de la reaction de la liqueur de Fehling

montre la présence des glycosides (Chaouch, 2001).
2.2.7. Mise en évidence des alcaloides

A 10 g de poudre végétale séchée sont ajoutés 50 ml de H,S0, & 10 %. Aprés agitation
pendant 30 minutes, le macérat est laissé pendant 24 heures a température ambiante, puis filtré sur
papier filtre le volume est complété a 50 ml avec de I’eau distillée. A 1 ml de filtrat sont
additionnés 5 gouttes de réactif de Mayer. La présence d’alcaloides est indiquée par la formation

d’un précipité blanc jaunatre. (Edeogal et al, 2005).
2.3. Préparation des extraits
2.3.1. Préparation de I’extrait aqueux

L'extraction a chaud a été retenue comme technique d'extraction car elle favorise I'extraction
relativement compléte des métabolites présents dans la matrice végétale. Pour l'extrait aqueux

décocté, 20 g de la plante seche est ajouté a l'eau distillée (100 ml) a55 ° C pendant 4 heures
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jusqu'a I’ébullition. Le résidu est ensuite filtré et centrifugé (2000 xg, 15 min). Le surnageant est
séché a l'aide d'un lyophilisateur. L'extrait aqueux décocté (EAD) est conservé dans un endroit sec
(Smachet al. 2015).

2.3.2. Préparation de I’extrait hydrométhanolique

Les extraits méthanoliques sont préparés selon la méthode de Markhan (1982). 200 g
de la poudre de plante (Origanum Majorana) sont macérés  dans
80% de méthanolavec  agitation de temps en temps. Le filtrat  est
évaporé dans un rotavapor a 45 C° puis lyophilisé. Le lyophilisat est pesé pour calculer le

rendement de I’extraction.
2.4. Détermination du rendement

L'extrait aqueux et ’extrait hydrométhanolique récupéré apres lyophilisation sont pesés pour
déterminer le poids sec résultant, ces extraitsrenfermentles flavonoides et les composes

phénoliques. Le rendementdes extraits est calculé par la formule suivante :

R(%) = 100.7¢
0) — .MS

R : Rendement en %.
Me : La masse de I’extrait apres lyophilisation en g.

Ms : La masse seche la plante en g.
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Matériel végétal

Extraction 4h & 55°C
avec l'eau distillée
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Figure 10 : Protocole de préparation de 1’extrait aqueux.
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Matériel végétal

Macération 72h avec
le MeOH
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Figure 11 : protocole de préparation de 1’extrait hydrométhanolique.
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2.5. Dosage des polyphénols

La méthode la plus utilisée pour la quantification des polyphénols est celle de
FolinCiocalteu décrite par Liet al (2007). Le réactif est constitué par un mélange

d’acidephosphotungstique (WO42) et d’acide phosphomolybdique(MoO42).

L’oxydation en milieu alcalin du réactif Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables
descomposés phénoliques conduisent a la formation d’un mélange d’oxyde bleu. Ces derniers
présentent un maximum d’absorption a 765nm, [I’intensit¢ de la coloration produite
etproportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans I’extrait testé (Georgé et al, 2005).
200 pl d'échantillon ou de standard (préparés dans le méthanol) avec desdilutions convenables ont
été ajoutés a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué a 1/10. Aprés 4minutes, 800 ul de carbonate
de sodium saturé (0,75%) sont ajoutés. Apres 2 h d'incubationatempératureambiante, I'absorbance

est mesurée a 765 nm.

L'acide gallique (0-200 pg/ ml) est utilisé pour comme standard purd’établissement de la
courbe d'étalonnage et les résultatssont été exprimés en mg équivalent d’acide gallique par

gramme de I’extrait.
2.6. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé a I’aide de la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium AlCls (Mbaebie et al.,2012).

La formation d’une liaison covalente entre le trichlorure d’aluminium et les
groupements hydroxyles (OH) des flavonoides produits un complexe de couleur jaune ayant
une absorbance maximale a 430nm. Les échantillons sont préparés par la
dissolution de 1mg extrait /Iml méthanol. 1 ml de chaque échantillon est ajouté a 1 ml de la
solution d’AlCls (2%), dans le méthanol. aprés une incubation de le début de la réaction,

I’absorbanceest lue a 430 nm.

Une gamme étalon étaitétablie séparément avec la quercétine (0-40 pg/ml) pour calculer
la concentration des flavonoides dans chaque extrait. Les résultats du dosage sont exprimés en

milligramme équivalent de quercétine par gramme de lyophilisat.
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2.7. Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation des composés qui
permet d’analyser la complexité d’un mélange. Cette technique a été utilisée pour visualiser la

séparation des molécules des deux extraits (Abedini, 2013).
Mode opératoire

» A/ Préparation de la phase mobile : La cuve de migration est partiellement remplie du
mélange de solvant (phase mobile) afin qu’elle soit saturée en vapeur d’¢luant ce qui
facilite et améliore la migration. La phase mobile est constituée d’un mélange de solvants.
Différents solvants sont utilises pour définir celui qui donne une meilleure
séparation.Selon la méthode de Diallo et al., (2004) et Botosoa (2010) avec quelques
modifications, ’analyse des deux extraits aqueux et methanolique lotus est réalisée par un
systéme de separation BAW (Butanol/Acide acétique/Eau) avec des proportions de
(v/vIv)(60/20/20).

» B/ la phase stationnaire : La chromatographie sur couche mince est réalisée sur des
plaques pré-étalées de gel de silice sur des plaques en aluminium.

» C /[ Le dépot des échantillons : Les plagues sont découpées aux dimensions voulues. Les
deux extraits ainsi que les standards ont été dissous dans du méthanol. Le dépot de 10ul de
chaque extrait (20mg/ml) et des standards : Quercétine, Acide Gallique (1.25mg/ml) se
fait avec une micro-seringue d’une fagon perpendiculaire et linéaire, a 1,5cm du bord
inférieur de la plaque, et a 1,3cm a partir des bords latéraux, avec lcm d’espacement,
ensuite les plaques sont séchées a 1’étuve a 100°C pendant Smin.

» D / Developpement des plaques : Chaque plaque est déposée en position verticale ou
Iégerement inclinée dans la cuve préalablement saturée par les vapeurs du systeme solvant
approprié, I’échantillon a étudier sera plus ou moins entrainé par capillarit¢ de la phase

mobile vers le haut de la plague (chromatographie ascendante) (Sine, 2003).
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AV A >

Figure 12 : Plaque CCM dans une cuve a chromatographie

On détermine alors, pour chaque constituant, le Rapport frontal Rf :

Rf = Distance entre l'origine (le dépot)et le centre de la tache du produit

Distance entre l'origine (le dépot) et le front du solvant

2.8. Evaluation de P’activité antioxydante par la méthode au DPPH

Pour étudier ID’activité antiradicalaire des deux extraits, nous avons opté pour la
méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement instable qui absorbe dans le
visible a la longueur d’onde de 515 a 520 nm. Le test consiste a mettre le radical DPPH (de
couleur violette), en présence des molécules dites anti oxydantes afin de mesurer leur capacité
a le réduire. La forme réduite (diphénylpicryl-hydrazine : de couleur jaune) n’absorbe plus a
515 nm, ce qui se traduit par une diminution de I’absorbance (Sanchez-moreno, 2002).
Selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005)., la solution de DPPH est préparée
par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (6x10-s M). 25 ul des solutions
d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975 pul DPPH, le mélange est laissé a
I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au controle négatif (témoin négatif)
contenant la solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm. les résultats sont exprimés
en pourcentage antiradicalaire et calculés suite a la diminution de I'intensité de la coloration,

selon la formule suivante :

L . . (Abs controle) — (Abs Echantillon)
% d'activité antiradicalaire = — x 100
(Abs controdle )

Abs contrble: absorbance de contr6le négatif

Abs échantillon : absorbance de la solution d extrait méthanolique
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L’activité antioxydante de I’E.Aq et I’E.Métvis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
spectrophotométriqguement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.

O:N

Anti-Oxidant @\ A)_\_
N+ N
0 N

n-n —)_\—r\o =y
< 0:.‘

Herbal extract >

DPPH radical Reduced DPPH

Figure 13: forme réduite DPPH et la forme radical du DPPH(Molyneux, 2004)

Pour I’évaluation de cette activité, une gamme de dilutions est preparée allant de 0 a 2
mg/ml pour I’acide ascorbique et des deux extraits méthanoliques.

Les différentes densités optiques ont permis de tracer pour chaque extrait, une courbe
d’allure exponentielle, ce qui signifie I’existence d’une relation proportionnelle entre le
pourcentage de réduction du radical libre et la concentration de I’extrait dans le milieu
réactionnel.

«» Calcul des IC50

IC50 (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée EC50 (Efficient concentration 50),

est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.

Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations des extraits testées (Torres et al., 2006).

N.B : L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif.
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1. La teneur en eau

e Application numérique :

0ot,0 = 2285 20 00— 32,59
2 T T 22 220) T e
Les végétaux sont riche en eau, I’analyse des échantillons a révélé un taux d’humidité de

33% cela signifie que presque la moitié du poids de la plante fraiche est constituée par I’eau.
2. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est exprimé en gramme de masse d’extrait par rapport a cent
gramme de la plante fraiche (Mahmoudi et al., 2012 modifié), le rendement le plus élevé a été

observé dans I’extrait aqueux, par rapport a I’extrait hydrométhanolique

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les
conditions dans lesquelles I’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent tous le
contenu total en métabolites secondaires, et par conséquent affecte les activités biologiques

médiées par ces métabolites (Lee et al., 2003).

16.4 -
16.2 A

16 -
15.8 A
15.6 1
15.4 -
15.2 A

15 A
14.8 A

14.6 -

S

14.4 ' ' '
E.Aq E.Mét

Figure 14 :Présentation graphique des rendements apres lyophilisation pour les deux

extraits. (Aq : aqueux ; Mét : hydrométhanolique)
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3. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques réalisés sur la poudre végétale d’Origanum
majorana ont permis de mettre en évidence la présence de certains groupes et 1’absence
d’autres métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plantes. La
détection de ces composeés chimiques était basée sur des essais des réactions de précipitation et
de turbidité, un changement de couleur spécifique. Les résultats sont récapitulés

dans le tableau suivant :

Tableau 07 : Criblage phytochimique d’O.majorana

Groupe chimique Absence(—) ou Présence(+)
Flavonoide +
Saponosides +
Tanins +
Tanins catéchiques +

Tanins galliques -

Mucilage +
Coumarines -
Alcaloides -
Glycosides +

(-) : absence ; (+) : présence

Les résultats expérimentaux de tests phytochimiques (tableau 07) ont révelé la présence de
flavonoides, de tanins, de saponosides, de mucilages et de glycoside. Cependant, I’absence de

tanins galliques, de coumarines et des alcaloides.

Ces resultats sont en accord avec ceux de Al-Howirini, 2009 et Vasudeva, 2015 qui
montrentla présence et I’absence des mémes groupes chimiques dans la plante étudiée. La
présence de cesmétabolites secondaires au niveau de la marjolaine explique leur fort pouvoir
thérapeutique. C’est ce qui justifient la large utilisation de cette plante en médecine

traditionnellepar la population locale .En effet, les tanins, les flavonoides, les saponosides
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possedentplusieurs propriétés bénéfiques pour la santé notamment les propriétés antioxydante,

anti inflammatoires et anti-inflammatoires (Bouhaddouda et Labiod, 2016).
4. Dosage des polyphénols

Le taux de polyphénols totaux des deux extraits a été calculé a partir d'une courbe
d'étalonnagelinéaire (Figure 15) établie avec des concentrations précises d'acides gallique
comme standard référence, dans les mémes conditions que I'échantillon.

Un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué afin de caractérise la
teneur des extraits préparés a partir de la plante étudiée Origanum majorana. La teneur en
polyphénols totaux a étédéterminée par la méthode du Folin Ciocalteu [I’acidegallique a
étéutilise comme standard. lls'agit d’'uneméthode qui satisfait aux criteres de fiabilité et de
reproductibilité (Huag et al , 2005).

Les teneurs sont exprimées en pg equivalent d'acide gallique pour mg de I’extrait(mg EAG/mg
E), en utilisant I'équation de la régression linéaire de la courbe d'étalonnage tracée de I’acide

gallique.

I'absorbance
y = 0,0102x - 0,0002

2
L/’ R = 0,9803
1.5

@ |'absorbance

1 ge —— Linear (l'absorbance)
0.5 —— Linear (I'absorbance)
0 —— Linear (I'absorbance)
50 100 150 200
-0.5

Figure 15:Courbed’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des
polyphénols.

Les résultats du dosage des composes phénoliques sont représentés dans le tableau 08.
Lateneur en composés phénolique de chaque extrait de la plante est exprimée en milligramme

équivalente acide gallique par gramme de I’extrait Sec.

Tableau 08:Résultatdu dosagedespolyphénolstotauxdesextraits

Extrait polyphénols totaux ( mg.EAG/Q)
Aqueux 129,48
Méthanolique 146,09
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Les teneurs en polyphénols pour I' extrait aqueux et méthanolique sont respectivement
129.48 mg EAG/ g pot et 146.09 mg EAG/g .1l est bien constaté que la quantité de l'extrait
méthanolique est nettement supérieur a celle de I’extrait aqueux . Ceci est probablement du
au solvant utilisé pour la préparation des extrait qui pourraitinfluencer sur I’estimation de la
teneur des polyphénols totaux (Lee et al ,2003).

Les résultats obtenus sont inférieures de ceux obtenus par Beuchikha et al ; 2003 qui ont
enregistré uneteneur en polyphénolségale a 266,86 mg.EAG/g et194, 78 mg.EAG/g pour
Origanum hortensis et origanum vulgare respectivement. Ce qui n’est pas le cas de I’étude de
Sellami et al ; 2009, ou les taux obtenues des polyphénols était de 5.20 mg GAE/g. Cette valeur
est inferieures de celle obtenue dans la présente étude.

Cette variance peut étre en raison de plusieurs facteurs notamment la présence dans les cellules
vegétales de deferent types d’enzymes, susceptibles de changer les composés phénoliques
(Ribéraux, 1982).En plus le contenus en polyphénols variée qualitativement et quantitativement
d’une plante a une autre. Ce ci probablement di au génotype et aux conditions agro climatique
(Ebrahimi et al, 2008).Ainsi qu’a la période de la récolte et le stade du développement de la
plante.

5. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode de trichlorure d’aluminium, en se
référant sur 1'équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de la quercétine.

L analyse des résultats montre que I’extrait aqueux etl’extrait hydrométhanoliquecontiennent
Respectivement 9,04 mg EQ/g d’extrait et 29,14mg EQ/g d’extrait notant que | extrait
hydrométhanolique plus riche en flavonoides. Par simple comparaison des taux trouvés,

I’extrait hydrométhanolique est plus riche en flavonoides que I’extrait agqueux.

DO y = 0,061x - 0,005
R = 0,9975

2 ¢ DO
15 / Linear (DO)
1 Linear (DO)
0.5 / Linear (DO)
0 I/‘/
05 10 20 30 40 50

Figure 16 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
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La concentration des flavonoides dans I’extrait de la plante dépend de la polarité des
solvants utilisés de la préparation des extraits.Dans une étude sur une espece de genre
(origanum.vulgare) réalisée par Beuchikha et al;2013, les valeurs variaient de 36.63 a
57.55mg EQ/g ce résultat est supérieure a celui enregistré dans la présent étude.

La teneur élevée des polyphénols totaux et des flavonoides de I'extrait méthanolique
comparée a I’extrait aqueux est logique étant donné que les flavonoide représentent la
classe majoritaire des polyphénols ( Ben Sahel , 2009).

Ceci pourrait étre expliqué par le métabolisme de plante ; la température, la nature du sol et la
saison de croissance (Djendane et al,. 2006 ;Feeka et Turek, 2007; Dent et al,. 2017).

6. Chromatographie sur couche mince

Il a été utilisé le systeme de solvant suivant (Butanol — Acide acétique — Eau distillé). Le
chromatogramme obtenu a 365 nm représente quatre spots (voir figure 17).dont les rapports
frontaux sont consécutivement : 0.96, 0.84, 0.69 et 0.58 le front du solvant était de 7cm

Figure 17 : Chromatographie sur couche mince des extraits étudiés
Les rapports frontaux ont été calculés selon 1’équation suivante :

distance parcourue par lel'échantillon

distance parcourue par le solvant

La chromatographie sur couche mince qui est effectuée sur les extraits hydro-méthano-
ligue et aqueux a permis de confirmer la présence des composés poly-phénoliques dans la

plante étudiée.
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7. Evaluation de I’activité antioxydante (DPPH)

L évaluation de I'activité anti radicalaire a été réalisée in vitro par la méthode de piégeage
du radical DPPH, les pourcentages d inhibition du radical DPPH, nous ont permis de tracer une
courbe exponentielle pour chaque extrait.

Les pourcentages d’inhibition sont calculés par la formule suivante:

1% = [(AC — AT) / AC] x 100

Avec:

AC : Absorbance du contréle

AT : Absorbance du test effectué.

Calcul des IC50 : 1C50 ou concentration inhibitrice de 50% (aussi appelée EC50 pour efficient
concentration 50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire50% de
radical DPPH°. Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes
tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées.
Il a été remarqué expérimentalement, que I’absorbance du mélange diminue vers une valeur plus
basse. La comparaison et la validation des résultats sont effectués avec un contréle positif

utilisant P’acide ascorbique. L’ensemble des résultats sont regroupés dans le Tableau (voir

annexes).
140
120 y =54,537x + 17,088 y = 68,377x - 3,6714
R*=0,812 R?=0,9872
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20 - R2=0,8344
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Figure 18 : Evaluation de pourcentage d’inhibition d’oxydation par le radical DPPH en

fonction de la concentration des I’extraits de la marjolaine.
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Le pourcentage de réduction de I’activité du DPPH de l'extrait aqueux de la partie aérienne de la
marjolaine est de (86,08 %) a une concentration de 1.75mg/ml. L’IC 50est de 0,66 mg/ml.

En comparant les IC50 des différents extraits testés de la marjolaine par rapport a celle de
I’acide ascorbique, il est bien remarqué que I’activité antioxydante des extraits préparés est

intéressante. Ces résultats montrent aussi que la marjolaine possede une activité antioxydante.

EL Howiriny, 2009 a montré I’existence des différents composés chimiquestels : les
flavonoides, les tanins et les stérols ces dernies sont dotés d’un pouvoir antioxydant et d’une
capacité a céder I’hydrogéne (donneurs d’hydrogene) afin de piéger les radicaux libres.
Lesmémes constatations ont été faits par Lean et Mohamed, 1999 ; Selami et al,
2009Bertelson et Medsen, 1995 ; Yasin et Abou taleb, 2007.

La meilleure activité anti-peroxydation a été observee avec 1’extrait hydrométhanolique de
la marjolaine et 1’acide ascorbique avec une EC50% de 0,60 mg/ml et 0,78 mg/ml

respectivement.

Nos résultats révelent que cet extrait posséde une activité antioxydante tres importante.
Dans une étude similaire réussie par Hussain et al.,2011 les resultats ont montré que 1’huile
essentielle des parties aérienne de 1’O.majorana possedent une activité antioxydante tres
importante avec 1C50=89.2 pg/ml. Les mémes observations ont été aussi faits par Ahmed,
Abdelmalek et Yagoubi, 2017 ont avec une IC50 = 30mg/ml. Néanmoins nos résultats sont
contradictoires a ceux publiés par Guerra-Bonne et al., 2015 qui montrent que 1’Origanum du

Mexique n’a aucun effet antioxydant.

Le pouvoir réducteur peut étre di a la variabilité de la composition chimique de I’extrait
hydrométhanolique et aussi aux conditions agro-climatique (T®, ...etc). Selon Lanseur,2017 le

pouvoir antioxydant des plantes est en étroite relation avec la saison de la récolte.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail a porté sur 1I’étude phytochimique et biologique de 1’espéce Origanum
majorana, plante médicinale et aromatique de la famille des Lamiaceae. Cette plante est utilisée
dans la pharmacopée traditionnelle Algérienne pour le traitement des infections de 1’appareil

respiratoire, et administrée exclusivement par voie orale.

Dans cette étude, nous avons tenté, par l’adoption d’une méthodologie scientifique,
devaloriser I’avantage cette plante en cherchant la technique ou méthode d’extraction la mieux
adapter, qui permet le meilleur rendement vis-a-vis I’activité biologique de cette plante. En effet,

plusieurs axes de recherche sont investis et des résultats intéressants sont obtenus.

Le screening phytochimique de cette plante a montré la présence des flavonoides, les
saponosides, les tanins, les tanins catéchiques, les mucilages, les glycosides et I’absence des

tanins gallique, les coumarines, les alcaloides.

Les extraits ont été obtenus par maceration dans deux solvants polaires: I’eau et le

méthanol. Les rendements respectifs sont : 16,229 de poudre, 15,07g de poudre.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adaptant la méthode
de Folin Ciocalteu révele que nos deux extraits contiennent principalement des polyphénols a des
concentrations dominantes. De méme nous avons dosé les flavonoides par la méthode d’AlCI; se

qui nous mene a remarquer leur présence dans les extraits en différentes proposition.

Il ressort de ces analyses que I’extrait hydrométhanolique est le plus riche en polyphénols et

flavonoides que I’extrait aqueux.

La technique utilisée pour étudier I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique et
aqueux est la méthode de DPPH qui a révélé que les deux extraits ont une activité antioxydante

différentes, séchant que I’extrait aqueux est le plus actif.

O. majorana a des compositions chimiques originales et présentent des specificités micro

régionales. En plus, elles manifestent des activités antioxydantes plus ou moins intéressantes.

A la lumiere de résultats obtenus, nous conclurons que la méthode d’extraction par le
solvant hydrométhanolique est plusrentable en comparaison a celle par 1’eau. Il pouvoir étre
judicieux de développer ce travail et I’étendre sur d’autres méthodes d’extraction et d’autres

plantes médicinales afin d’adapter la méthode la plus valorisante.
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Résumé

Origanum majorana est une plante qui appartient a la famille des Lamiacées. C’est une
plantemédicinale utilisé dans la médecine traditionnelle en Algérie pour traiter diverses
maladies. Les différentes parties de cette plantes (racines, feuilles, tiges..) été soumises a une
extractionobtenue par macération dans deux solvants polaires : I’eau et le méthanol. Les tests
phytochimiques réalisés ont permis de détecter les polyphénols et flavonoides.L’évaluation du
pouvoir antioxydant appliquées a été réalisée par la technique Piégeage du radical DPPH.les
résultats ont révélé que I’extrait méthanolique est plus riche en poly phénols et en flavonoides
que D’extrait aqueux.et il présenté un pouvoir antioxydant plus important que celui enregistré

avec I’extrait aqueux.

Mots clés: Origanum majorana, Etude phytochimique, polyphénols, flavonoides, Activité
antioxydante DPPH.



Résumé

Abstract

Origanum majorana a plant that belongs to the Lamiaceae family. It is a medicinal plant
used in traditional medicine in Algeria to treat various diseases. The different parts of this plant
(roots, leaves, stems..) were subjected to extraction obtained by maceration in two polar solvents:
water and methanol. Phytochemical screening carried out revealedthe presence of important
level of polyphenols and flavonoids. The evaluation of the antioxidant capacity was carried out
by the DPPH method of antioxidant assay. The results revealed that the methanolic extract is
richer in polyphenols and flavonoids than the aqueous extract. Also, the latter has a greater

antioxidant capacity than that it was recorded with the aqueous extract.

Keywords: Origanum majorana, Phytochemical screening, polyphenols, flavonoids, antioxidant
activity DPPH.
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1. Produits chimiques et réactifs

1.1.Partie phytochimique

Méthanol,H,S0,, FeCl;, HCI, NaOH, NH,OH, Ethanol.

Reéactif 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’hydrogéne (H,0,).

KCI.

2-thiobabituricacide(TBA).
Dodécylsulfate de sodium (SDS).
Acide acétique.

Butan-1-ol.

2 .Equipements

Rotavapeur R-215 (Bdchi).

Plaque chauffante.
Spectrophotometre (JENWAY 6305).
Cuve de chromatographie.

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

Bain marre.

Tubes capillaires.

Agitateur magnétique.

Centrifugeuse (Sigma 2-16).

uVv.
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e Chambre noire.
e Lyophilisateur.

e Dessiccateur.

2. Solution utilisées

Tampon phosphate : Na2HPO4 (14.1g) dans 500ml d’eau distillée+ H2N204P.2H20
(15.6g) dans 500ml d’eau distillée, avec ph=7.4.

Réactif de Mayer composition : lodure de potassium (KI) 25 g, chlorure mercu-
rique(HgClI2) 6,8 g, eau distillée (1000 ml).

Réactif de stiasny composition : 10 ml de formol & 40% + 5 ml de HCI concentré.

Tableau : Test de réduction du radical DPPH® par les extraits d’Origanum majorana

Echantillons Pourcentage IC50
(mg/ml) deréduction de (mg/ml)

DPPH (%)

Extraitméthanolique

0

0.25 0

0.5 23,07

0.75 44,68

1 83,63 0,60

1.25 89,68

1.75 91,89

2 92,63
92,79

Extrait agueux

0 0

0.25 38,95

0.5 56,95

0.75 61,86 0,66

1 69,23
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1.25 75,45
1.5 81,99
1.75 86,08
Acide ascorbique

0 0
0.25 12
0.5 26 0,78
0.75 44.5
1 68
1.25 87.7
1.5 95.08
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