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Résumé

Origanum vulgare, est une plante originaire d’Afrique du nord et européenne. Elle
présente plusieurs vertus médicinales. Ainsi elle est aux vues de notre étude considérée
comme une plante antioxydante et anti-radicalaire.

Les résultats phytochimique préliminaire ont mis en évidence la richesse I’extrait de
feuille d’O.vulgare. En métabolite secondaire tels que les flavonoides, les tanins, les
alcaloides et les anthraquinones.

Les teneurs en polyphénols ont été déterminées en utilisant le réactif de folinciocalteu
dans différents articles par (132.3 -168.87-105.5) mg EAG/g de MS. les flavonoides
ont été évalué par la méthode de chlorure d’aluminium ALCL3, les teneurs de ces
articles sont estimés a (41.58-55.65-31.7) mg QE/g de MS.

Les résultats obtenus dans les travaux antérieurs pour I’activité anti-radicalaire
révelent que ’extrait possede un grand pouvoir de piege ce radical DPPH avec une
IC50 de I’ordre de (1852.76 + 55.749 ; 785,38 +£9,04;0.300 +
0.01;72.0+4.4;18,30+0,31mg/ml) mais relativement différents a celui de ’acide
ascorbique (vitamine C et E) qui est de I’ordre de (1.04+ 0.1361 ;
27,20+0,17;0.020+0.001 ; 55.1+ 2.9;28,01+£0,66 mg/ml)

L’extrait des feuilles de d’O.vulgare est riche en composés phénoliques notamment en
polyphénols, et présente une bonne activité antioxydante. De ce fait elle posséde un
bon pouvoir d’adaptation au stress oxydatif.

Mots clés : Origanum vulgare., polyphénols, flavonoides, activité antioxydante
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Abstract

Origanum vulgare, is a plant native to North Africa and Europe. It has several
medicinal properties. Thus, in view of our study, it is considered as an antioxidant and
anti-radical plant.

Preliminary phytochemical results demonstrated the richness of O. vulgare leaf
extract. As a secondary metabolite such as flavonoids, tannins, alkaloids and
anthraquinones

The polyphenol contents were determined using the folinciocalteu reagent in different
articles by (132.3 -168.87-105.5) mg EAG / g of DM. the flavonoids were evaluated
by the ALCL3 aluminum chloride method, the contents of these articles are estimated
at (41.58-55.65-31.7) mg QE / g DM.

The results obtained in previous work for the anti-free radical activity reveal that the
extract has a great power to trap this DPPH radical with an IC50 of the order of
(1852.76 £ 55.749; 785.38 + 9.04; 0.300 £ 0.01; 72.0 £ 4.4; 18.30 £ 0.31mg / ml) but
relatively different from that of ascorbic acid (vitamin C and E) which is of the order
of (1.04 £ 0.1361; 27.20£ 0, 17; 0.020 £ 0.001; 55.1 £ 2.9; 28.01 £ 0.66 mg / ml)

The extract of the leaves of O.vulgare is rich in phenolic compounds, especially
polyphenols, and has good antioxidant activity. As a result, it has a good capacity to
adapt to oxidative stress

Key words: Origanum vulgare., Polyphenols, flavonoids, antioxidant activity
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Introduction

De type méditerranéen, le climat algérien se caractérise principalement par
la variabilité intra et interannuelle des précipitations et du régime thermique. Les
stress climatiques, comme le déficit hydrique, les températures extrémes,
deviennent trés communs a mesure qu’on pénetre a I’intérieur du pays Un déficit
hydrique est le résultat d'une diminution temporaire de la disponibilité en eau pour
les plantes (Chaves et Oliveira 2004).

Selon (Casals ,1996), la sécheresse peut étre définie correctement en
considerent la disponibilité et les besoins en eau de la plante. Les plantes sont
souvent soumises a des graves déficits hydriques dus a une chute brutale de
I’humidité ou a une augmentation de la température, la rareté des pluies ou des
pluviosités. Beaucoup d’especes peuvent €galement induire un stress hydrique du
fait de la diminution de la quantité d’eau dans le sol. Le déficit hydrique induit
également un stress oxydatif avec la formation de radicaux libres, le stress
oxydant peut-étre étudié soit par la mesure des oxydants comme les radicaux
libres et les peroxydes (mesures directes ou indirectes) ou soit par la mesure des
défenses antioxydantes (Lavoie 2012)

Pour éviter les conséquences du stress oxydant, il est obligatoire de rétablir
I’équilibre oxydant / antioxydant de 1’organisme dont les antioxydants sont des
substances naturelles produites par le corps ou bien apportées par 1’alimentation
qui retardent, empéchent ou réparent les dégats oxydatifs (Halliwell et
Gutteridge, 2000 et 2008).

L’Algérie est considérée comme un pays riche en plantes aromatiques et
médicinales susceptibles d’étre utilisées dans différents domaines (pharmacie,
parfumerie, cosmétique, agroalimentaire) pour leurs propriétés thérapeutiques,
organoleptiques et odorantes (Quézel et Santa, 1962)

Les plantes aromatiques ont D’aptitude a synthétiser de nombreux
métabolites secondaires en réponse aux stress biotique et abiotique qu’elles
peuvent subir. Ces métabolites secondaires posseédent diverses propriétés
biologiques. Les huiles essentielles et les polyphénols font partie de ce groupe de
métabolites (Bouhadouda 2015)



Introduction

L’Origanum vulgare compte Parmi les plantes aromatiques et endémiques
les plus abondantes du Nord-Est algérien. Elle produit des métabolites
secondaires bioactives (polyphénols, tanins. etc.) Et des HESs riches en dérives
phénoliques carcavcrol et thymol Peu d’études sont €¢lucidé sur I’étude de 1’effet
du stress hydrique et I’activité antioxydante de la plante Origanum vulgaris ce qui
nous a incité de faire ce travail pour évaluer la qualité, la quantité des métabolites
secondaires (plus particulierement les polyphénols et les flavonoides) et ’activité
antioxydante

Notre recherche est devisé en deux parties : Une partie bibliographique
portant sur une synthese des données relatives a notre thématique ,la deuxieme
partie expérimentale qui décrit la méthodologie du screening photochimique, le
dosage des métabolites secondaires (les poly phénols et les flavonoides) ,les huiles
essentielles, I’activité antioxydante des extraits de /’Origanum vulgare , ensuite
les résultats et les discussions apporté sur notre étude et enfin une conclusion avec
I’essentiel des résultats .
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Chapitre | : Généralité sur la famille des lamiacees et le Genre Origanum

1.1 Généralités sur la famille des lamiacées :

La famille des Lamiaceae (labiées) du Latin (Labia : lévre) signifiant que
les fleurs ont une forme caractéristique a deux lévres (Couplan, 2000 ; Naghibi et
al., 2005), comprend environs 6970 espéces réparties en 240 genres (Meyer et al.,
2004).

Ce sont généralement des plantes herbacées vivaces odorantes, a tiges
quadrangulaires, feuilles en général opposées sans stipules. Le plus souvent
hermaphrodites, les fleurs pentameres (Meyer et al., 2004) sont généralement
réunies en cymes axillaires plus ou moins contractées simulant souvent des
verticilles, ou encore condensées au sommet des tiges, et simulant des épis de fruit
constitué par 4 akenes plus ou moins soudés par leur face interne (Messelli, 1995).

Cette famille est caractérisée aussi par quatre étamines dont deux plus
longues (didynames), soit en deux étamines soudées au tube de la corolle ou a la
zone périgyne et alternant avec les lobes. Ces caractéres varient selon les genres :
corolle presque réguliere (Mentha) ou unilabiée (Teucrium); deux étamines
(Salvia) (Quezel et santa, 1963; ozenda, 1977)

La famille des Lamiaceae est tres importante dans la flore algérienne, mais
certains genres sont de détermination délicate en raison de la variabilité extréme
des espéces (Quezel et Santa, 1963). Elles sont surtout des plantes
méditerranéennes (Carrubba et al., 2006), qui ne se rencontrent guere que dans la
région présaharienne et dans I'étage supérieur du Hoggar, sauf les trois espéces
Marrubium deserti, Salvia aegyptiaca et Teucrium polium qui sont plus largement
répandues (Ozenda, 1977).

1.2 Classification :

La famille des lamiacées possede une distribution cosmopolite et des
caractéres morphologiques.

En 1789 de Jussieu a nommé la famille lamiacées, la classification de la
majorité des sous-familles a été faite par Bentham en 1876 et la révision a été
présentée par briquet en 1895. La classification de ce dernier a longtemps été la
plus utilisées pour cette famille de plantes. En 1992, 21 genres de verbénacées ont
été transferes aux lamiacées (Cantino,1992).
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1.2.1 Ancienne classification :
Embranchement : spermaphytes (plantes a graines)

Sous embranchement : angiospermes (plantes a ovaire)
Classe : dicityledones
Sous-classe : gamopétales (pétales soudés)

Série : superovariees tetracycliques (ovaire supére, 1 seul verticalle
d’étamines)

Ordre : lamiales
Famille : lamiacées (lamiaceae)

Cependant, les rapports récents de la biologie moléculaire et le
développement de la systématique moléculaire basee sur I’analyse des séquences
des genes, ont bouleverse les classifications usuelles et ont proposé en 1998 une
nouvelle classification ordinale des plantes (APG.,1998).

1.2.2 Classification selon ’APG (Angiosperm Phylogeny Group)
Regne : plantae

Sous-embranchement : angiospermes ou magnoliaphyta
Euangiospermes
Eudicotylédones
Eudicotylédone

superieurs gamopetales : Astéridées

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae
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1.3 Répartition géographique :
La famille des Lamiacées est une partie importante des plantes

dicotylédones et est répartie sur I’ensemble de la surface de la planéte, bien

qu’elles soient plus présentes en climats tempérées et surtout dans le pourtour
méditerranéen (JUDD et al. ,2000).
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Figure 02 : Carte de répartition géographique mondiale de la famille des lamiaceae

1.4 Généralités sur le genre Origanum :

L’origan, dont le nom signifie parure des montagnes, est une plante
médicinal majeure. L’origan vulgare, compact, de Gréce, kaliteri, ou encore
marjolaine des jardins: derriere le genre Origanum se cachent des profils
botaniques et médicinaux bien différents. Tres efficace contre les virus, leur
puissance n’est en effet pas la seule marque de ces lamiacees.

1.4.1 Répartition geographique :
Origanum, est une plante spontanée endemique qui pousse au nord de
I’ Afrique (Algérie et Tunisie) (letswaart, 1980). Trés commune dans les endroits

secs et ensoleillés tel que le Tell, elle pousse depuis le niveau de la mer jusqu’a
4000 m d’altitude, principalement sur les substrats calcaires (Baba Aissa, 1990).

1.4.2 Caractéristiques botaniques du genre Origanum :

L’origan est une herbacée vivace de 30 a 60 cm de hauteur, au feuillage et
aux fleurs trés odorants quand on les froisse. Elle est ainsi reconnaissable a son
odeur et a sa saveur phénolée, épicée et chaude (Arvy et Gallouin, 2003 ;
Teuscher et al., 2004).
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Les tiges dressées, souvent rougeatres et velues, portent les feuilles ovales
opposées et espacées. Celles-ci possédent des glandes sécreétrices sessiles non
apparentes. Les fleurs blanches ou rose sont groupées en inflorescences. Chaque
fleur est située a l'aisselle d'une bractée ovale, et dépassant le calice. Ce calice est
lui-méme en tube gamosépale et persistant. La corolle, plus grande que le calice,
est quant a elle bilabiée a tube saillant a la base et gamopétale. Le fruit est
constitué d’akenes. La floraison se prolonge de mai a octobre (Baba Aissa, 1990
; Teuscher et al., 2004 ; Figueredo, 2007).
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1.5 Définition
Le terme origan provient du latin Origanum, lui-méme issu de grec
origanon. Le terme francais apparait au XlIlleme siecle. En le décomposant

¢tymologiquement, on trouve oros, la montagne et ganos, éclat, aspect riant, d’ou
la signification « qui se plait sur la montagne ».

En effet, I’origan ornait les montagnes méditerranéennes en abondance et
assurait leur beauté. (Dubois et al., 2005).

Le genre Origanum comprend environ 70 especes, Sous-especes, variétés
et hybrides, caractérises par une extréme variabilité dans leurs caracteres
morphologiques (longueur de la tige, arrangement, nombre et longueur des
branches, formes des feuilles,) (Kintzios, 2002).

Figure 03 : fleur de /’Origanum vulgare (Creapharma.ch, Fotolia.com)

1.6 Historique

Issu d'Europe, I'origan s'est tres bien exporté au Moyen-Orient. Connu et
reconnu par les peuples de I'Antiquité pour son go(t prononcé et ses vertus
médicinales. L'origan était reconnu pour deux propriétés, un réle protecteur mais
aussi un philtre d'amour : quelques feuilles dans le repas de 1'élu de son cceur.

10



Chapitre 11 : Espece étudié Origanum vulgare

A. Classification botanique selon APGIII (tela botanica 2016)
Regne : végetale
Sous régne : Plantes vasculaire
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Gamopétales
Série : Superovariées tétracycliques
Super ordre : Tubiflorales
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Sous-famille : Népétoidées
Genre : Origanum

1.7 Aspect botanique

Les caractéres distinctifs du genre Origanum sont d’aprés letswaart,
(1980) :

- les tiges : les portions les plus basses sont en général ligneuses et persistantes.
On trouve plusieurs tiges dressées ou ascendantes portant des branches latérales.

- les étamines peuvent étre de forme et de taille tres différente et sonta Sur le
quart ou la moitié supérieure, de longueur tres variable de 10 a 60 cm ; la plupart
des tiges portent des poils, au moins a la base dans toutes les espéces ; les poils
sont simples, sauf pour O. dictamnes (poils ramifies).

- les feuilles sont sessiles, subsessiles ou pétiolées surtout au niveau des noeuds
inférieurs ; le peétiole atteint le quart ou la moitié de la dimension du limbe, les
poils portés par les feuilles et les tiges sont identiques. Les feuilles peuvent étre
aussi plus ou moins glabres, dans ce cas elles sont presque toujours glauques car
recouvertes par une fine couche de cire.

Les feuilles portent des poches sécrétrices sessiles ou pédonculées. Ces glandes
sécrétrices sont aussi presentes sur tiges, bractées, calices et corolles.( figure 04)

11
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— 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 ou lancéolées ; les plus petites ressemblent
a des feuilles, les plus grandes sont fines et membraneuses, souvent
pourpres ou de couleur jaune-vert. De nombreuses variations sont possibles
dans la taille des inflorescences et/ou des bractées ; ce sont ces variations
qui permettent entre autres de différencier les sections.

— Le calice est la partie la plus variable, dans le genre Origanum il posséde 5
dents plus ou moins soudées ou il est formé par une ou 2 lévres plus ou
moins dentées. La classification en différentes sections fait également
intervenir les caracteres distinctifs du calice

— Généralement la corolle en forme de tube est dressée avec 2 levres de 3 a
14 mm, sa couleur est blanche, rose ou pourpre, adaptées a la pollinisation
par les insectes.

— Les étamines peuvent étre de forme et de taille tres différente et sonta Sur
le quart ou la moitié supérieure, de longueur tres 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, sauf pour O. dictamnus (poils ramifies).

— Les feuilles sont sessiles, subsessiles ou pétiolées surtout au niveau des
nceuds inférieurs ; le pétiole atteint le quart ou la moitié€ de la dimension du
limbe, les poils portés par les feuilles et les tiges sont identiques. Les
feuilles peuvent étre aussi plus ou moins glabres, dans ce cas elles sont
presque toujours glauques car recouvertes par une fine couche de cire.

— Les feuilles portent des poches sécrétrices sessiles ou pédonculées. Ces
glandes sécrétrices sont aussi présentes sur tiges, bractées, calices et
corolles.

— 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 ou lancéolées ; les plus petites ressemblent
a des feuilles, les plus grandes sont fines et membraneuses, souvent
pourpres ou de couleur jaune-vert. De nombreuses variations sont possibles
dans la taille des inflorescences et/ou des bractées ; ce sont ces variations
qui permettent entre autres de différencier les sections.

— Les fruits sont des akenes ovoides, bruns, mesurant 1 a 5 mm de long et 0,5
mm de large. Les caractéres fondamentaux du genre Origanum résumes ci-
dessus présentent le plus souvent des variations caractéristiques de chaque
section.

12
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Les parties utilisées pour obtenir I’huile essentielle sont les sommités fleuries
récoltées en période estivale. Cette huile est peu utilisée en médecine
traditionnelle, toutefois I’origan posséde diverses propriétés thérapeutiques.
Ainsi, en usage externe, il pourra étre utilisé comme bactéricide et antiseptique,
stimulant et antispasmodique des voies respiratoires comme 1’a démontré Baratta
(Baratta et al., 1998).

13
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A
o]

Figure 04 : Dessin d°O. vulgare ssp vulgare d'apres letswaart (1980)

B : feuille C : bractée D : calice coupé par la lévre inférieure E : fleur avec
bractée avec vue de cotée F : corolle coupeée par la levre inférieure

14
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1.8 Origine et Répartition géographique

Le genre Origanum a été particulierement étudié par letswaart en 1980. Il
reconnait 3 groupes, 10 sections, 38 espéces, 6 sous-especes, 3 variétés et 16
hybrides (Tableau 01). Le genre Origanum est largement présent des Tles Canaries
et des Acores, a I’Europe du Nord et jusqu'a 1’est de I’ Asie. On peut le rencontrer
aussi en culture a Cuba ou dans I'ile de Réunion, mais la région méditerranéenne
représente son aire de distribution la plus importante s arabes et méme dans le
langage populaire (Baba aissa, 2000).

Certaines espéces sont endémiques a un pays. Par exemple O. saccatum,
O. boissieri, O. hypericifolium, O. sipyleum, O. acutidens, O. haussknechtii, O.
brevidens, etc.... sont particuliéres a la Turquie, pays qui est considére comme le
centre génique du genre Origanum puisqu’il en posséde 16 espéces (Baser, 1995).
De plus la Turquie est aussi un important centre génique de la famille des
Lamiaceae ; cette famille est représentée par 45 genres, 546 espéeces et 730 taxons.
Les especes endemiques représentent 44,2 % (Baser, 1993). La Gréce compte 11
especes tandis que la Crete en compte 5 (Greuter, 1986). Il faut souligner que la
distinction entre marjolaine et origan n’est pas toujours trés claire dans la
littérature et dans la pratique commerciale ; de nombreuses dénominations sont
utilisées pour désigner les huiles essentielles d’origan et il y a souvent confusion
entre genre et espece.

Figure 05. Aire de distribution du genre Origanum (letswaart, 1980).
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1.8.1 Distribution géographique du genre Origanum en I’Algérie

Le genre Origanum est une plante répandue en Algérie (Chokhoune., 2007),
elle est représentée par trois espéces spontanée phylogénétiqguement proche
Origanum majorana et Origanum vulgare ssp glandulosum Desf endémique
algérotunisienne et Origanum floribundum endémique algérienne (Daoudi-
Merbah., 2013).

1.9 Propriétés et utilisation

A. Utilisations traditionnelles

L'origan freine les fermentations intestinales. En effet, il est riche en substances
aromatiques qui font un petit nettoyage dans les bacteéries et les levures que 1’on
absorbe avec la nourriture. Et si vous avez une digestion lente de nature, les
aliments vont stagner dans votre tube digestif. Mais voila, stagnation + bactéries
= fermentations. L’origan réduit ce phénoméne de ballonnements. Ensuite, il est
antispasmodique. Lorsqu’il y a des spasmes, des crampes digestives donc, il va
relaxer les muscles lisses et donner un peu de répit. Vous avez différentes
manieres de le prendre. D’abord sous forme d’une petite infusion sur la digestion,
pas trop de liquide non plus pour ne pas trop diluer les sucs digestifs. Ou sous
forme de teinture, c’est-a-dire une macération alcoolique, dans un peu d’eau. On
pourrait aussi se fabriquer une petite liqueur digestive d’origan, ¢a peut étre
sympathique

En Algérie, communément appelé¢ « zaater », l'origan est une plante
essentiellement médicinale qui jouit d’une grande ferveur populaire (Baba Aissa,
1990). La sous-espéce Glandulosum est utilisée comme tisane par la population
locale pour guérir plusieurs maladies telles que : rhumatismes, toux, rhume et
troubles digestifs (Mahmoudi, 1990 ; Erdogan et Belhattab, 2010).

B. Utilisations actuelles

L’origan est de plus en plus populaire comme remede naturel. Son
utilisation comme plante bénéfique pour la santé remonte a des siécles. La science
moderne en confirme les raisons. Elle contient des quantités €levées d’oméga-3,
de fer, de manganése, de vitamine K et d’antioxydants.

L’huile essentielle d’origan est bien connue dans les communautés de santé
naturelle pour ses propriétés antibactériennes. Elle est méme étudiée par la
communauté médicale dominante pour ses bienfaits potentiels pour la santé.
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Selon une étude réalisée en 2013, ’origan et d’autres herbes de la famille
des lamiacées peuvent aider a stimuler le systeme immunitaire. Ceci pourrait
expliquer I’utilisation traditionnelle de I’origan pour le traitement des maladies.
Mais I’origan est plus qu’un stimulateur immunitaire. Une étude publiée dans
Cancer Lettres a révélé qu’un composé dans 1’origan semblait prometteur en tant
que tueur potentiel de cellules cancéreuses dans les cancers de la prostate, du sein,
de la peau, de la leucémie et du colon.

I'Agence francaise du médicament reconnait I'efficacité de I'origan dans les
traitements symptomatiques des troubles digestifs tels que les ballonnements
épigastriques, la lenteur a la digestion, les flatulences mais également au cours
des affections bronchiques aigués bénignes. Les propriétés antibactériennes de
l'origan et de sonhuile essentielleont été  démontrées  sur
les bactéries Escherichia coli et Listeria monocytogenes. L'huile essentielle est
également efficace contre plusieurs parasites intestinaux.

1.10 Effets nocifs de la plante

L’origan est déconseillé aux personnes souffrant d’hypertension en raison
de son action tonifiante. Il est également déconseillé aux personnes sous
traitement anticoagulant a cause de sa teneur en vitamine K, et aux personnes sous
trithérapie ou chimiothérapie.

Théoriquement, I’origan pourrait abaisser le taux de glucose dans le sang.
Les patients diabétiques ne doivent donc pas trop consommer de produits a base
d’origan.

1.11 Composition

Origanum vulgare comportent les flavonoides, les terpénes, les tanins
catéchiques, les anthocyanes et les saponosides (Bouhadouda., 2016).

A. Aspect phytochimique
A.1.Flavonoides

Les flavonoides au sens large sont des pigments quasiment universels des
vegetaux (Rice-Evans et al.,1996). Structuralement, les flavonoides se
répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes sont les
flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, Les
isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes. Ces diverses
structures se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous forme de
glycosides. On les trouve, d’'une maniere tres générale, dans toutes les plantes
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vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois,
feuilles, fleurs et fruits. Les flavonoides sont surtout abondants chez les plantes
supérieures, particulierement dans certaines familles : Polygonacées, Rutacées,
Légumineuses, Ombelliféres et Composeées (Paris., 1980).

La présence de flavonoides chez les algues n’a pas, a ce jour, été démontrée.
S’ils sont fréquents chez les Bryophytes (Mousses et Hépatiques), ce sont toujours
des flavonoides stricto sensu. Majoritairement des O et C-Hétérosides de flavones
et des dérivés O-uroniques. lls sont Présents dans les organes aériens, ils ont une
teneur maximale dans les organes jeunes ; les feuilles et les boutons floraux
(Paris., 1980).

Les formes hétérosidiques des flavonoides, hydrosolubles, s’accumulent
dans des vacuoles et, selon les especes, se concentrent dans 1’épiderme des feuilles
ou se répartissent entre 1’épiderme et le mésophile (mais ces deux tissus peuvent
accumuler spécifiguement des substances différentes. Comme cela a été démontré
chez certaines Céreales, dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les
cellules epidermiques (Bruneton., 1999).

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétigue commune ce qui
explique le fait qu’ils possedent le méme squelette de base a quinze atomes de
carbones, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés
par une chaine en C3. lls peuvent étre regroupés en plusieurs classes selon le degré
d’oxydation du noyau pyranique central les hétérosides flavonoidiques, les
anthocyanes, les iso flavonoides et les flavonoides au sens strict comprenant les
flavones, les flavonols, les dihydroflavonols, les flavanones ainsi que les aurones
et les chalcones (Bruneton,1999).
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Figure06 : Structures des différentes classes de flavonoides (Bakkali et al., 2008)

A.2.Terpenes :

Dans le regne végetal, les terpénes sont classés dans la catégorie des métabolites
secondaires. Leur classification est basée sur le nombre de répétitions de I'unité
de base isoprene (a 5 atomes de carbone). A ce jour, avec plus de 30 000 molécules
identifiées, les terpénes constituent 1’une des plus polymorphes et des plus
grandes familles de composés naturels : hémiterpénes (C5), monoterpenes (C10),
sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30),

tetraterpenes,(C40) et polyterpénes (Harkati 2011)
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Les terpénes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a
chaine ouverte : leur formule brute est (C5HX) n dont le x est variable en fonction
du degré d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf
dans les polyterpénes qui peut atteindre plus de 100(le caoutchouc). La molécule
de base est I’isopréne de formule CSHS.

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette
des terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,
acide, lactone, etc.) (Malecky 2008)

Figure 07 : La molécule d'isopréne
A.3.les anthocyanes :

Leur structure de base est constituée de deux cycles benzéniques relies par
un ion flavylium généralement glycosylé en C3 (Figure 08). Les cing
anthocyanidines, aglycones, rencontrées dans le genre Vitis sont la malvidine, la
paeonidine, la delphinidine, la pétunidine et la cyanidine se différencient par leur
degré d’hydroxylation et de méthylation du cycle B. L’aglycone est le groupement
chromophore du pigment. Les anthocyanines sont esterifiées par des sucres en
position R3 ou R5, ces sucres étant eux-mémes estérifiés en position 5 par des
acides aliphatiques (acide acétique) ou aromatiques (acide para-coumarique ou
caféique). La glycosylation et la méthylation participent a la stabilisation des
anthocyanes en les protégeant de 1’oxydation (Lacampagne 2010)

Anthocyanidine R, R
Cyanidine OH H
Delphinidine OH OH
Paconidine OCH, H
Pétunidine OCH, OH
Malvidine OCH, OCH,

Figure 08 : Structure chimique de base des anthocyanidines.
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A.4.Les saponosides :

Les saponosides sont des composés, pour la plupart, tres polaires et sont
souvent retrouvés sous forme de mélanges complexes dans la plante. Ils possedent
en outre un large spectre de propriétés biologiques et pharmacologiques
notamment des propriétés immunomodulatrice, immunoadjuvante, cytotoxigue,
antitumorale et hypocholestérolémiante. Les chaines oligosaccharidiques greffées
sur I’aglycone sont soit linéaires, soit branchées et peuvent renfermer jusqu’a 11
monosaccharides. (boutaghane 2013)

Le saponoside (ou saponine) est un hétéroside généralement d’origine
végétale formé d’une génine de type triterpeéne ou stéroide appelée sapogénine,
possédant un ou des groupements osidiques. Les saponosides sont un vaste groupe
de glycosides, largement distribués chez les plantes supérieures, leurs propriétés
tensio-actives les distinguent des autres glycosides. lls se dissolvent dans I'eau
pour former des solutions moussantes colloidales par agitation (Tyler et al.,
1981). Ils sont capables d’agir par la perméabilité des membranes cellulaires.

1.12 Stress hydrique
1.12.1 Notion de stress

Selon les définitions. Selon Jones, un stress désigne a la fois l'action d'un
agent agresseur et les réactions qu'il entraine dans l'organisme agresse, une
force qui tend a inhiber les systemes normaux (Tsimilli-Michael et al.,
1998). D’autre part, les stress environnementaux nés de la fluctuation des
facteurs abiotiques (sécheresse, salinité, température) affectent les conditions
de croissance, le développement et le rendement des plantes (Madhava Rao
et al., 2006).

1.12.2 Stress hydrique

Le déficit hydrique est une contrainte permanente de la production
agricole dans de nombreux pays au climat de type méditerranéen. Elle est a
I'origine des pertes de production agricole dans de nombreuses régions. Les
risques du manque d’eau sont et deviendront de plus en plus fréquents et
persistants, a l'avenir, par suite des changements climatiques causes par I'effet
de serre (Witcombe et al., 2009). En effet, on assiste a un stress hydrique
lorsque la demande en eau dépasse la quantité disponible pendant une
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certaine période ou lorsque sa mauvaise qualité en limite I'usage (Madhava
Rao et al., 2006).

A. Mécanismes d’adaptation des plantes au stress hydrique

La résistance d’une plante a une contrainte hydrique peut étre définie,
du point de vue physiologique, par sa capacité a survivre et a s’accroitre et
du point de vue agronomique, par I’obtention d’un rendement plus élevé que
celui des plantes sensibles (Rao et al., 2006). La résistance globale d’une
plante au stress hydrique apparait comme le resultat de nombreuses
modifications phénologiques, anatomiques, morphologiques,
physiologiques, biochimiques et moléculaires qui interagissent pour
permettre le maintien de la croissance, du developpement et de production
(Hsissou, 1994).

B. Strategies de résistance

Classiquement, ces stratégies ont été groupées en trois catégories a
savoir I’échappement, I’évitement et la tolérance (Levitt, 1972). Pourtant, ces
stratégies ne sont pas mutuellement exclusives. En effet, les plantes peuvent
combiner tout un ensemble de réponses (Ludlow, 89).

B.1.Stratégie de tolérance

La tolérance des tissus a un potentiel hydrique faible peut impliquer
I’ajustement osmotique (Morgan, 1984), des parois cellulaires plus rigides et
des cellules de petite taille (Wilson et al, 1980). Plusieurs espéces d’arbres
et d’arbustes dans les régions arides et semi arides combinent une forte
concentration des solutés avec une capacité photosynthéetique et une
conductance stomatique réduites. La plupart de ces adaptations a la
sécheresse ne se privent pas d’inconvénients. Par Conséquent, I’adaptation
des plantes a la sécheresse doit refléter un équilibre entre 1’échappement,

I’évitement et la tolérance afin de maintenir une productivité adéquate
(Mitra, 2001)

1.12.3 Stress oxydatif

Le stress oxydant peut se définir comme un déséquilibre dans la balance
entre des producteurs de radicaux libres (pro-oxydants) et protections contre
radicaux libres  (Antioxydants). Une conséquence des  stress
environnementaux, comprenant le stress hydrique, est I’apparition d’un stress
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oxydatif, ¢’est-a-dire I'accumulation d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS),
qui endommagent les structures cellulaires (Appel et Hirt, 2004).

Dans des conditions optimales, les feuilles sont dotées d’enzymes et des
métabolites antioxydants suffisants pour faire face aux ROS. De nombreux
travaux montrent que des enzymes telles que des superoxide dismutases
(SOD), des ascorbates peroxydases (APX), des catalases (CA, des glutathion-
S- transférases (GST) et des glutathion peroxydases (GPX)

S’accumulent pendant le stress hydrique (Flexas et al., 2006). La
capacité¢ du systeme antioxydant est déterminante pour maintenir 1’intégrité
du systeme photosynthétique lors d’une contrainte hydrique. Il existe
différents mécanismes d’adaptation des plantes au stress hydrique. Chaque
espece se differe de sa méthode physiologique et biochimique de synthétiser
des différents composés biochimiques : sucre, proline, composés
phenoliques.

A. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules produites par différentes
réactions du métabolisme cellulaire. 1ls peuvent avoir des effets néfastes sur
I’intégrité des différentes composantes de la plante a cause de leur forte
réactivité. Les radicaux superoxy (oxygene) et hydroxyle (OH) sont
extrémement réactifs, alors que le peroxyde d'hydrogéne (1’cau oxygénée) qui
est le plus abondant est le moins oxydant.

Depuis longtemps, les radicaux libres ont donc €été considérés comme
des sous-produits métaboliques indésirables qui doivent étre désactives pour
éviter des dommages oxydants non-spécifiques dans les cellules. Cette vue
un peu simpliste s'est transformée récemment par les évidences montrant que
les radicaux libres peuvent aussi jouer un réle important en agissant comme
des molécules signal impliquées dans la régulation de plusieurs processus
biologiques, dont la réponse des végétaux aux stress environnementaux. En
effet, une faible augmentation de la concentration des radicaux libres,
notamment le 1’eau oxygénée, peut induire la tolérance a un stress tandis que
de fortes accumulations peuvent activer le processus de mort cellulaire
programmée. Ainsi, la balance entre lI'acclimatation aux stress ou la mort
cellulaire dépend d’interactions complexes entre d'une part la production et
I'utilisation du pouvoir réducteur des radicaux libres générés par le flux
d'électrons dans les chloroplastes, et d’autre part de antioxydants qui
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détoxifient ces radicaux libres et donc influe sur leur pouvoir de signalisation
(Foyer et Noctor 2009 ; Mittler et al. 2004)

B. Détoxification des radicaux libres par les composés phénoliques

Lors d'un stress oxydant comme la photo inhibition, il a été proposé que
les composés phénoliques pourraient contribuer a détoxifier les radicaux
libres (Takahama, 2004). Les composés phénoliques joueraient le réle de
donneurs d'¢lectrons et d'un atome d’hydrogene afin de réduire le peroxyde
d'hydrogéne pour les scinder en eau et oxygeéne (Castelluccio et al., 1995 ;
Yamasaki et al., 1997). Cette réaction est catalysée par les peroxydases de
classe I, le plus souvent dénotée guaiacol peroxydase, qui se retrouvent dans
les vacuoles et I’apoplaste (parois cellulaires) (Almagro et al., 2009). L'acide
ascorbique pourra étre de nouveau réduit a l'aide de I'enzyme de
hydroascorbate réductase pour étre réutilisé. Si les composés phénoligues ne
sont pas régénérés par l'acide ascorbique, ils seront polymerisés et seront
responsables du noircissement de I'épiderme observable sous conditions de
stress photooxydants (Yamasaki et al., 1997).

Il n’est d’ailleurs bien documenté que la concentration des composes
phénoliques augmente dans les végétaux soumis a divers stress
environnementaux (Dixon et Paiva 1995), des changements de leurs
propriétés d'oxydoréduction causés par les stress environnementaux. Lors de
stress chroniques, mais modéres, telles les fortes intensités lumineuses et le
stress hydrique, il y a non seulement une augmentation globale de la
concentration de composés phénoliques dans les plantes (Dixon et Paiva
1995), mais aussi une accumulation de composés comme la quercétine
(Tattini et al., 2004) et les anthocyanines (Gould et al., 2010), réputées
comme excellents antioxydants de par leur groupement catéchol (o-
dihydroxybenzene)
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1.13 Choix, localisation et climatologie des deux stations d’étude :
A. Choix et localisation :

Le choix de ces deux stations a été baseé sur des critéres écologiques (climat,
sol, précipitations et altitude). Ces derniers ont une influence sur le
développement de la plante, sur les métabolites secondaires et sur I’anatomie de
la plante sur lesquelles nous avons focalisé notre travail. La premiére zone d'étude
est située dans la région Sebdou localisée au centre de la wilaya de Tlemcen. Son
chef-lieu est situé a 38 km au Sud de Tlemcen.

La localisation géographique avec la texture du sol des deux stations d’étude est
donnée dans tableau01

FigureQ9 : la localisation géographique des échantillons prélevés dans la région
Chrea (Wilaya Blida)

Figure 10 : la localisation geographique des échantillons préleves dans la région
Sebdou (Wilaya Tlemcen)
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Tableau 1 : Localisation et texture du sol des deux stations d'étude

Altitude(m) par
i Texture . . .
Station du sol Latitude Longitude rapport au niveau de
la mer
Sebdou | S-L 34° 38’22 nord 1° 19’ 37" ouest 909m
chrea | S-L | 28760536725 2°52° 36° Est 1927m
32’ nord

B. Choix climatologie :
B.1 pluviométrie :

La précipitation est la quantit¢ d’eau météorique totale, liquide (Pluie,
brouillard, rosée) ou solide (neige, gréle...) qui tombe sur une surface horizontale.
L’étude des précipitations est trés importante, elle permet de déterminer la part
d’eau qui parvient pour 1’alimentation des ressources souterraines.

B.1.1. Station de Tlemcen :

précipitation en mm
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Figure 11 : précipitation moyenne mensuelle en (mm) de la station de Tlemcen
(2000-2011)

Selon la figure 11 la région de Tlemcen est caractérisée par I’année le plus
arrose est I’année (2008-2009) avec des précipitation moyennes mensuelles de
522.8 mm Par contre, I’année le plus sec correspond au 1I’année (2003-2004) avec
une précipitation moyenne mensuelle de I’ordre de 112.8 mm
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B.1.2. Station de Blida :
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Figure 12 : précipitation moyenne mensuelle en(mm) de la station de blida

(2010-2019) (donnes obtenues d’office nationale de la météorologie de dar el
Beida Alger)

Selon La figure 12 la région de Blida est caractérisée par le mois le plus
arrosée est le mois janvier avec précipitation moyennes mensuelles de 130 mm
Par contre, le mois le plus sec correspond au mois de juillet avec une preécipitation
moyenne mensuelle de I’ordre de 2mm

B.2 Température :

La température est un facteur important, elle régit 1’évaporation et
influence ainsi la variation des réserves d’eau souterraine

B.2.1 Station de Tlemcen :

Selon la figure 13, la région de Tlemcen est caractérisée par I’année le lus
froid est I’année (2008-2009) avec une température moyenne mensuelle de 17°C.

I’année (2006-2007) est I’année le plus chaud avec une température moyenne
mensuelle de 19.4°C
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température en °C
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Figure 13 : Variation des températures de la station de Tlemcen (2000-2011)

B.2.2 Station de Blida :

Selon La figure 12 la région de Blida est caractérisée par I’année le plus
froid est I’année 2013 avec une température moyenne mensuelle de 21.7°C.
I’année 2017 est I’année le plus chaud avec une température moyenne mensuelle
de 23.3°C.
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Figure 14 : Variation des températures de la station de Blida (2010-2019)
(données obtenues d’Office Nationale de la Météorologie de Dar El Beida,
Alger)
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B. Indice d’aridit¢t de DERMARTONNE :

En se basant sur le régime des précipitations et des températures,
DEMARTONNE (1923) a défini un indice d’aridité (A)

A=P/T+10
P : Précipitation moyennes annuelles (mm).
T : Températures moyennes annuelles (°C).

Dans le cas de Blida, les températures et les précipitations moyennes
annuelles sont respectivement : T= 15.9°C et P= 650 mm Il en résulte un indice
d’aridit¢ de DERMARTONNE de 25.09 On en déduit que le climat de la région
de Blida est de type mediterranéen (semi-humide) En ce qui concerne la station
de Tlemcen, les températures et les précipitations moyennes annuelles sont
respectivement : T= 18°C et P= 331.7 mm Il en résulte un indice d’aridité de
DERMARTONNE de 28.42. On en conclue que le climat de la région de Tlemcen
est de type semi-aride.

1.14 Matériel biologique

La partie aérienne de Origanum vulgaris a été collectée au début du mois
mars 2020 au niveau des rochers calcaires des montagnes de Sebdou. La deuxiéme
a eté récoltée durant le mois de Mars 2020 dans la région de Blida plus
précisément au sein de Chrea. Seulement la partie aérienne (les feuilles) de la
plante est concernée par 1’¢tude.

Apreés la récolte, les échantillons sont mis dans des sacs bien aérés, puis
etales sur du papier a I’ombre et a 1’abri de I’humidité, a la température ambiante,
jusqu’a ce qu’ils deviennent completement secs. Par la suite, nous avons effectué
des extractions des huiles essentielles (HE).

1.15 Méthodes
1.15.1 Extraction par hydro distillation des huiles essentielles :

La distillation reste la méthode la plus utilisée pour I’obtention des
composés d’ardme, cependant comme dans toute méthode d’extraction, les
conditions optimales d’utilisation d’une méthode d’extraction dépendent du
rendement en HE. Plusieurs paramétres tels que la quantité du matériel vegétal,
I’état du matériel végétal, la quantité d’eau introduite, la durée de 1’extraction,
influent sur le rendement.
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I1 a été vérifié que le rendement diminue fortement, d’une part quand la charge
du matériel végétal augmente, et d’autres part quand on introduit une quantité
d’eau trop importante (Boutedjiret, 1990).

Dans cette ¢tude, la méthode d’extraction utilisée est 1’hydrodistillation.
L’extraction des HE a été effectuée au niveau du laboratoire de chimie du
département de technologie ENSA EI Harache.

-Procédé
d’extraction :

L'étude est réalisée dans sa totalité a I'échelle du laboratoire sur un montage
de type « Clevenger ». Ce montage se compose de quatre pallies principales

* Le réacteur, un ballon dans lequel on introduit la matiere végétale
et I'eau.

« La colonne, un cylindre en verre placé au-dessus du réacteur qui
recueille la phase vapeur.

» Le réfrigérant dans lequel se condensent les
vapeurs.

« L’ampoule a décantation, ou I’huile se récupere
en deux phases, I’un est la phase organique (huile
essentielle) et I’autre la phase aqueuse (hydrolat).

L’opération consiste a introduire (70 a100 g) de I’échantillon dans un ballon
en verre de 2 litres, on y ajoute une quantité suffisante d’eau de robinet sans pour
autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’ébullition. Le mélange
est porté a €bullition a 1’aide de chauffe ballon.

C’est au bout d’une demi-heure de chauffage régulier, que commence
I’évaporation. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le tube
vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation. Les
gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau
distillée. L’huile essentielle de faible densité par rapport  a 1’eau, surnage a la
surface de cette derniére. L’huile ainsi obtenue est récupérée les vapeurs seront
chargées d’eau et de I’huile.

Aprés condensation, le liquide ainsi obtenu ou le distillat ne s’écoule goutte
a goutte et recueilli dans un flacon collecteur, situ¢ a I’extrémité inférieure du tube
réfrigérant.
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L’extraction dure environ deux heures, jusqu’a ce que les gouttes condensées ne
contiennent plus d’huile a leur surface. Par la suite, I’huile essentielle a été séparée
par décantation puis récupérée dans des flacons opaques bien scellés, et enfin
conservée a température basse (4-5 Co).

- Rendement en HE

Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse
d’HE obtenue et la masse végétale seche a traiter (Carré, 1953). Le
rendement en HE est exprime par la formule suivante :

Rmt %= M1.100/ MO

Rmt : rendement en HE exprimé en pourcentage (%).
M1 : masses-en (g) d’HE.

MO : masses-en (g) de la matiére végétale traitée.
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Figurel5 : Dispositif d’extraction de type de Clevengr

1-Chauffe ballon. 2-Ballon monocol (Eau + biomasse vegétale). 3- sortée
d’eau. 4- entrée d’eau. 5-Allongeur. 6-Réfrigérant. 7-empoule a déconté
(hydrodistillat). 8- Bicher

1.15.2 Preparation de la poudre

Les feuilles de la plante fraichement récoltées sont lavées a 1’eau de robinet,
découpées et laissées sécher a I’ombre dans un endroit sec et bien aéré pendant 20
jours. Apres sont pilées dans un mortier propre puis finement broyés a l'aide d'un
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broyeur électrique. La poudre obtenue est conservée a l'abri de la lumiére et de
I'numidité dans des flacons en verre stériles hermétiqguement fermés.

1.15.3 Préparation des extraits
A-Extrait aqueux

Nous avons mélangé 20g de poudre dans 100ml d’eau distillée bouillie puis
laissée 20 min pour infusion avec agitation de temps en temps. L’extrait aqueux
obtenu est ensuite centrifugé a 1000 tours/min pendant 10minutes pour
débarrasser des débris puis filtré sur papier filtre de type wattman de type wattman
N=°3. Le filtrat est recueilli dans des petits flacons en verre.

B. Extrait méthanolique

Suivant le protocole d’extraction décrit par (Owen et al, 2003) et légerement
modifié. Le matériel végetal broye (20 g) est soumis a une extraction par
macération dans le mélange méthanol / eau (80/20v/v) pendant 72 heures avec
renouvellement de solvant chaque 24 heures sous agitation a température
ambiante. La solution est ensuite filtrée avec un papier filtre de type wattman n°3.
Le marc résiduel a subi une deuxieme et une troisieme extraction avec le méme
solvant. Apres filtration, les filtrats obtenus sont évaporés a sec a I’aide d’un
¢vaporateur rotatif pendant 60min a une température de 60°C. L’extrait sec est
pesé pour le calcul de rendement. Ce dernier est exprimé en pourcentage selon la
formule suivante :

R % = (PES/PE) X 100

R % : rendement en pourcentage
PES : poids de I’extrait sec (g)

PE : poids de I’échantillon poudre (g)

34



Chapitre 111 : Materiels et Méthodes

1.15.4 Screening phytochimique

Il englobe une série de méthodes colorimétriques qui permettent
d’établir la présence ou 1’absence de métabolites secondaires dans la plante a
partir de sa poudre ou de I’infusé. Le screening aide a chercher : les
anthocyanes, les leuco-anthocyanes, les tannins totaux, les irridoides, les
tannins galliques les tannins cathéchiques, les alcaloides, les flavonoides, les
sénosides, les quinones, les coumarines et les mucilages. Le tableau montre
la méthode appliquée a la recherche de chacun de ces métabolites secondaires.
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Tableau 02 : Screening phytochimique (Harborne et al., 1998 ; Raaman

et al., 2006)
Métabolite . Résultat
secondaire Methodes attendu
Anthocyanes | 5Sml d’infusé + quelques gouttes d’HCL. Corlc())lzggon
Leuco- 2Qde poqdre+ 20 ml de prqunol _/ _acide _ Coloration
anthocyanes chlo_rhydrlque (1/1). Porter a ébullition au bain rouge
Marie.
Tanins Sml d’infusé + quelques goutes de FeCl3 COIOratI(.)n
totaux bleue noire
irridoides 2 ml d’inf_usé + quelques gouttes d’acide Coloration
chlorhydrique. Chauffer un peu. bleu
Tanins Iml d’infusé + 2g d’acétate de Coloration
galliques sodium-+quelques gouttes de FeCl3. bleue foncée
Tanins Iml d’infusé + 2g d’acétate de Coloration
galliques sodium-+quelques gouttes de FeCl3. bleue foncée

Alcaloides 5 g de poudre + 50 n_ﬂ d’et_her : chloroforme 3/1 Précipite
Filtrer aprés 24h puis épuiser avec du HCL. rouge

Flavonoides A 5 ml d’infusé + 5 ml d’acide chlorhydriql_le + Coloration
un coupon de Zinc +1 ml d’alcool iso-amylique | rouge orangée
2,5 g de poudre + 50 ml d’eau distillée + 2 ml
d’acide chlorhydrique concentré. Chauffer

Sénosides pendant 15 min+40 ml d’éther. La couche _Coloration
éthérée est séparée, séchée avec le sulfate de violette rouge
sodium anhydre, évaporée+ 5 ml d’ammoniaque
diluée (1/2) au résidu refroidi.

Humecter 2 g de poudre par 2 ml d’acide

Quinones chlorhydriq_ue+ 20 mi _de chloroforme. Apres 3 Coloration
heures, le filtrat est agité avec 5 ml rouge
d’ammoniaque (1/2).

Faire bouillir a reflux 2 g de poudre dans 20 mli Formation
Coumarines | d’éthanol pendant 15 minutes. 5 ml du filtrat+ d’un trouble

10 gouttes d’hydroxyde de potassium a 10 %+

quelques gouttes d’acide chlorhydrique a 10 %.

Mucilages 5 ml d’éthanol absolu sont ajoutés a 1 ml Précipité
d’infusé. Le mélange est incubé pendant 15 floconneux
minutes.

Saponosides A’ 2 r’nl d’infusé, on ajoute quelques gouttes d,iﬁrgzg%? @
d’acétate de plomb blanc
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1.15.5 Caractérisation quantitative des extraits
1.15.5.1 Dosage des Poly-phénols et flavonoides
A-Poly-phénols

But : La détermination de la teneur en poly-phénols totaux dans I’extrait
des racines de Origanum vulgare L par la méthode Spectrophotométrie UV-Vis
selon la méthode au réactif de Folin Ciocalteu (Singleton et al, 1999).

- Principe

Ce dosage est décrit par (Skerget et al.,2005). Baseé sur la quantification de
la concentration totale de groupements hydroxyles présents dans I'extrait. Le
réactif de Folin- Ciocalteau consiste en une solution jaune acide contenant un
complexe polymérique d'ions (hétéro-polyacides). En milieu alcalin, le réactif de
Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses
hétéro- polyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu.

- Mode opératoire

A 0.2 mL d’EM (avec concentrations convenables : 200pug/mL, 20pug/mL
et 2ug/mL) est ajouté 0.8 mL de la solution de Na2CO3 (75 mg/mL dans I’eau
distillée), apres agitation, 1mL de la solution de FolinCiocalteu (dilué dix fois
dans I’eau distillée) est ajouté a I’ensemble, aprés 2 h d’incubation a la
température du laboratoire, I’absorbance est lue a 760 nm contre un blanc sans
extrait. Le taux de poly-phénols totaux dans I’extrait, a été calculé a partir d’une
courbe d’¢talonnage linéaire (y=a. x+b), établie avec des concentrations précises
d’acide gallique (0-0,5 g/l) comme standard de référence, dans les mémes
conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en gramme d’équivalent
d’acide gallique par gramme de poudre.

1.4 4

1.2 - y = 0,0249x
R’ = 0.9999

Absorbances 4 760 nm

T
0 10 20 30 40 50 60

Concentration (mg/1)

Figure 16 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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B. Flavonoides

But : Détermination de la teneur en flavonoides totaux de I’extrait des
feuilles d’Origanum vulgare L par La méthode du trichlorure d’aluminium
ALCL3décrite par (Yi et al.,2007).

- Mode opératoire

1 ml de chaque concentration obtenue par dilutions de I’Eaq de (10mg/mL,
8mg/mL, 6mg/mL, 4mg/mL, 2mg/mL) est ajouté a ImL de la solution d’AICI3
(2% dans le méthanol), le mélange est vigoureusement agité. Apres 10 min
d’incubation, I’absorbance est lue a 430 nm. Une courbe d’étalonnage (y=a. x+b)
etablie par la quercétine (0-350 pg/ml), réalisée dans les mémes conditions
opératoires que les échantillons, servira a la quantification des flavonoides. La
teneur teneur en flavonoides est exprimée en gramme d’équivalent de quercétine
par gramme de poudre.

0.8
0.7 y = 0,0066x - 0,004
R? =0.9991
0,6
=
=
v 0.5
=
-1
3 0.4
5
=
50,3
8
T
0.2
0.1
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentration de la quercétine en pg/ml

Figure 17: courbe d’étalonnage de la quercétine.

1.15.6 Activité anti-oxydante (in vitro)

Principe : selon (Brand-Williams et al, 1995) La capacité anti-oxydante
peut étre aussi mesurée en utilisant des radicaux libres plus stables.Le radical I, I-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre trés stable a I'état cristallin
et en solution, de coloration violette. Par cette méthode, on considere que I'activité
anti-oxydante n'est autre que la capacité des antioxydants d'agir comme piégeur
des radicaux libres. lls agissent en transférant un atome d'’hydrogéne ce qui
conduit a la disparition du DPPH au cours de la réaction et a un changement de
coloration (jaune) dans la solution initiale
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WIOLLT JAUNL

Figure 18 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

- Mode opératoire

50 microlitres d’Eaq de Origanum vulgare L a différentes concentrations
(10mg/mL, 8Mg/mL, 6 mg/mL, 4mg/mL, 2mg/mL) et deEM de concentration
(200pg/mL, 20 pg/mL, 2ug/mL, 0.2u/mL, 0.02 pg/mL) est ajouté a S mL de la
solution méthanolique du DPPH (0,004%).

En parallele, un contrle négatif est préparé en mélangeant 50uL de
méthanol avec 5 ml de la solution méthanolique de DPPH.

Egalement le méme test a été réalisé dans les mémes conditions opeératoires
avec un antioxydant de référence : acide ascorbique.

- Lecture des résultats

La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque
concentration a 516 nm aprés 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a une
température ambiante. (Girsoy et al, 2012).

L’activité anti-oxydante est estimée selon 1’équation suivante :
1% = [1- (Abs échantillon-Abs contrdle)] x 100.
190 : pourcentage d’inhibition ou d’activité anti radicalaire.
Abs controle : Absorbance du contréle négatif.
Abs échantillon : Absorbance de 1’échantillon.

- 1C50
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Ce paramétre est défini selon (Pokorny et al, 2001) comme la

concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration initiale de
50%, il est inversement lié a la capacité antioxydante

Le parametre IC50 a été calculé a partir de la courbe de régression linéaire

tracée du

Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de 1’extrait aqueux.

1.15.7 Anatomie des feuilles de Origanum vulgare L

Les coupes anatomiques des feuilles de Origanum vulgare L s’effectuent
comme suite :

1.

Coupe a main levée en utilisant comme support la moelle de sureau ; les
coupes sont mises dans I’eau distillée pour éviter le séchage.

Un prétraitement dans une solution d’hypochlorite de sodium a 12° pour
pouvoir vider les cellules de leur contenu pendant 20 mn ;

Un rincage dans de 1’eau distillée durant 3 mn, puis dans de 1’acide
acétique a 5 % pendant 5 mn ;

Un ringage dans de 1’eau distillée durant 3 mn, puis une coloration des
coupes en utilisant le carmino-vert qui donne une coloration rose pour les
parois cellulosiques et une coloration verte pour les parties lignifiées ;
Un prétraitement dans une solution de Rutheniumrot diluée dans 1’eau
distillée pour colorée les parois cellulosiques quelque minute.

Un montage des coupes dans une goutte d’eau distillée entre lame et
lamelle est observé immédiatement au microscope photonique. Plusieurs
coupes ont été observées et les plus intéressantes ont été photographiées
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Remarque : Vue le confinement, on n’a pas pu réaliser notre stage donc
dans 1’obligation de synthese des travaux antérieurs accomplies par
plusieurs auteurs. Ces travaux se basent sur les tests cités ci-dessus.

Le Matériel végétal utilisé dans chaque test analytique par les auteurs est donné
par les tableaux suivants :

Badi Selma, et al (2019).
Séchage du matériel végetal

Les feuilles de I’Origanum vulgare ont été séchées a une température
ambiante dans un endroit aéré et ombragé pendant une semaine, dans des
¢tageres recouvertes de papierpeint afin d’éviter tout dépot de moisissures.
(Owen et Johns, 1999)

Afif Chaouche, T. (2015
Matériel végétal

La récolte des plantes et 1’étude ethnopharmacologique ont été faites dans
la zone de Tizi Ouzou, située au nord-est de 1’ Algérie, a 80 Km environ de la
capitale Alger. Tizi Ouzou s’étend sur une superficie de 2958 Km2 (Agence
nationale d’intermédiation et de régulation fonciére, 2013). Tizi Ouzou est
limitée au sud par la wilaya de Bouira, a I’est par la wilaya de Bejaia, a I’ouest
par la wilaya de Boumerdes et est ouverte au nord sur la mer mediterranée

Extraction des huiles essentielles

100 g de la partie aérienne fraiche: feuilles, fleurs, tiges et graines ont été
mis dans un ballon rempli de 600 ml d’eau distillée puis portée a €bullition
pendant 3 heures (Fig. 9). L’eau recueillie en fin d’extraction subie deux lavages
a I’¢éther di éthylique afin de séparer I’huile extraite. Aprés €évaporation de
I’¢éther di éthylique, I’huile est collectée dans un flacon opaque et conservée a
4°C jusqu’a utilisation
Bekhechi C., 2008
Seule les parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) des différentes plantes sont
utilisées
La récolte du matériel végétal

La cueillette a été faite en période de pleine floraison (mois de Juin) sur 2
annees successives pour Thymus fontanesii et Ziziphora hispanica (2004 / 2005)
et sur 3 années successives pour Ammoides verticillata, Me nt ha pulegium,
Origanum glandulosum et Satureja calamintha subsp. Nepeta (2003/2004/2005).
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Apres la récolte du matériel végétal, on procede a sa dessiccation comme
suit: on I'étale sur du papier et on le laisse sécher a I'ombre, a I'abri de I'hnumidité
et a température ambiante. Le séchage est de 8 jours en moyenne pour les
differentes plantes, puis conservees dans des sacs en papier.

Bernaoui Yazza, LOUETRI Khadidja (2018).
Matériel végétal

Les deux especes végétales utilises dans cette pratique appartenant a la
famille des Lamiacées sont Origanum majorana et Origanum vulgare . Les
parties aériennes ont été récoltées au mois de juillet 2017 a region Guemar
wilaya d’El-Oued, la wilaya Tizi-Ouzou respectivement. Les plantes ont été
collectées et séchées a température ambiante. L’identification botanique des
plantes a été réalisée

Méthode de préparation de I'extrait aqueux

Dans un ballon monocol , surmonté d’un réfrigérant, 30 g de matériel
végétal est mis en présent de 180 ml d’eau . L’ensemble est porté a reflux
pendant une heure. Ensuite, le mélange est filtré et I’extrait aqueux est soumis
aux tests screening chimique (LABIOD., 2016) par les botanistes de la direction
des affaires agricoles EL-Oued (DAA) : AIT-YAHYA Souad et CHOUIYA
Abdel Ouahed ..

Bouhaddouda Nabila (2015)

Les parties aériennes (feuilles et fleurs) d’Origanum glandulosum et de
Mentha pulegium au stade de floraison, ou il y’a accumulation importante des
substances bioactives, ont été récoltées tot le matin (9h) au mois de Juin de
I’année 2012, dans la région de Nechmeya dans les montagnes de Houara. e
matériel végétal recueilli est séché a température ambiante et & I’ombre pendant
quinze jours, afin de préserver au maximum 1’intégrité de ses molécules

Les parties aériennes des plantes ainsi obtenues sont conservées dans des
flacons en verre ambrés en vue des expérimentations (screening phytochimique
et extraction des principes actifs).

Bouyahya,et al(2017).

Dans le présent travail, les activités antibactérienne et antioxydante des
extraits organiques des sommités fleuries d’Origan compact (Origanum
compactum Benth.)

MAHFOUF Nora (2018).
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Les feuilles d’O. vulgare ont été récoltées au stade de la floraison en mi-juin
2014

Le matériel vegétal est supporté par une grille ou une plague perforée
placée a une distance adéquate du fond de 1’alambic, rempli d’eau. Sous 1’action
de la chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a travers les plantes en
entrainant les molécules aromatiques vers un systeme de refroidissement. La
vapeur d’eau chargée ainsi d’essence retourne a I’état liquide par condensation.
Le produit de la distillation se sépare donc en deux phases distinctes : ’huile et
I’eau condensée que 1’on appelle eau florale ou hydrolat (Belaiche, 1979

Marie-aude, C. (2013).

Les feuilles doivent étre récoltées avant 1’apparition des boutons floraux
Milos M., Mastelic J., Jerkovic 1., & Katalinic V., 2000.

Déférant parties de la plante

Serkan Koldas, (2014).

Un certain nombre d'études sur les activités antioxydantes de leurs
feuilles, fleurs et extraits séchés moulus ont été rapportées dans le passeé. Il est
maintenant bien connu que l'activité antioxydante de ces épices est due aux
composés phénoliques.5 L'effet antioxydant est corrélé a leurs groupes
hydroxy.6 En ce qui concerne les composants non volatils, I'origan7 (Origanum
vulgare L.

Sahin et al, (2004).

La présente étude a été menée pour évaluer les activités antimicrobiennes, les
antioxydants et les propriétés des huiles essentielles et des extraits de méthanol
d'Origanum vulgare ssp. plantes vulgare. La composition chimique d'une huile
essentielle hydrodistillée d'O. Vulgare ssp. vulgare a été analysé par un systeme
GC / MS. Au total, 62 constituants ont été identifies.

Tableau 03 : présentation du matériel végétal utilisé par les différentes équipes
scientifiques dans le screening phytochimique

Equipe de re Année | Lieux de récolte Matériel végétal
chercheurs
Badi et al 2019 | Guelma L’a pgrtle aérienne (feuilles)
d’Origanum vulgare
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Bouhadouda 2015 Nechmaya La partie aerienne feuilles
(Guelma) et fleurs

Bernanoui et al 2017 | El Oued Partie aérienne feuille

Bendifalah et al 2015 | Boumerdes Partie aérienne feuille

Tableau 04 : présentation du matériel végetal utilisé par les différentes équipes
scientifiques dans 1’ Activité antioydante :

Equipe de re Date Ln,eux de Materiels végétal
chercheurs récolte
Sahin et al 2004 Turquie Extrait de ['Origanum vulgare
Koldas et al 2014 Turquie Extrait de ['Origanum vulgare
Bouyahya et al 2017 Maroc Des ex_tr,alts org_anlqlues_ des
sommités fleuries d'Origan
mahfouf 2018 Guelma Extrait de /’Origanum vulgare
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Tableau 05 : présentation du matériel végétal utilisé par les différentes équipes
scientifiques dans le Dosage des polyphénols et flavonoides :

i Lieux de i
Equipe de re Date I, X Matériel végétal
chercheurs récolte
Koldas et al 2014 Turquie Extrait de [’Origanum vulgare
Bouyahyaetal | 2017 Maroc Extrait de [’Origanum vulgare

Tableau 06 : présentation du matériel végetal utilisé par les différentes équipes
scientifiques dans le Rendement des huiles essentiels :

Equipe de re Lieux de e
chercheurs Date récolte Matériel végetal
Sahraoui 2006 | Boumerdes Extrait d’Huile essentielle a partir

feuilles et des sommité fleuris

Nechmaya | Extrait d’Huile essentielle a partir

Bouhaddouda | 2015 (Guelma) | feuilles

Extrait d’Huile essentielle a partir

mahfouf 2018 | Guelma feuilles
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1.16 Huiles essentielles de /’Origanum vulgaris :
1.16.1 Rendement des huiles essentiels :

Des travaux ont été réalisé dans la méthode de rendement des huiles essentiels
dont les auteurs sont les suivants : Sahraoui 2006, mahfouf 2017, bouhadouda
2015,

e Sahraoui a réalisé que L’entrainement a la vapeur d’eau donne des rendements
qui varient entre (1.60et 2.51%) alors que le rendement d’hydrodistillation
varient entre (0.46 et 1.82 %).

Ces valeurs sont faibles comparées a celles obtenues par I’entrainement a la
vapeur d’eau. Cela est peut-étre di a la solubilisation d’une partie d’huiles
essentiels dans I’eau.

Elle a aussi remarque que lors des essais d’hydrodistillation, la plante surnage
a la surface de I’eau, il est donc possible qu’une parties des sites de I’huiles
essentielle n’a pas été atteinte par la vapeur d’eau ce qui entraine une diminution
du rendement

e Mahfouf a observé une différence entre les rendements d’extraction, de
I’espéce étudiée dans ce travail (Tableau 07).

Tableau 07. Résultats quantitatifs de I’extraction de I’'HE d°O.vulgare

Origine Rendement %
Espéce Ce travail Algeérie (Guelma) Maroc Tunisie

O.vulgare L. 1,15 2,52 1,15 0,1-0,7

L’O.vulgare etudié dans ce travail possede un rendement relativement
moyen de (1,15%), eégal a celui trouve par Derwich et al. (2010) avec 1’origan du
Maroc. Les especes d’O.vulgare de la Tunisie (Mechergui et al., 2010) ont fourni
les plus faibles rendements (0,1-0,7%).

Le rendement le plus élevé a été obtenu par Bouhaddouda et al. (2016)
qui a travaillé sur la méme sous espece (O. vulgare glandulosum) poussant dans
le méme biotope (Nechmaya, Guelma) avec une valeur de 2,52%. La différence
existante entre les rendements d’extraction obtenus est probablement liée aux
facteurs suivants :

e [ e temps de I’hydrodistillation ;
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e La durée de séchage ;
e Le rapport Eau/Matiére végétale ;

e La température de chauffage (Fadil et al., 2014). Elle peut étre liée,
également aux facteurs climatiques (chaleur, froid, stress hydrique), facteurs
géographiques (altitude, nature du sol, taux d’exposition au soleil) et génétiques
(croisements naturels) (Veres et al., 2003).

e Bouhadouda a réalisé que Le rendement d’extraction de 1’huile
essentielle d’O. glandulosum est estimé a 2.52%, révélant sa richesse en
molécules bioactives. Ce rendement est important comparé a celui
rapporté par Berrehal et al. (2010) indiquant que les parties aériennes
d’0. glandulosum récolté en peériode de floraison dans la région de Jijel
et de Constantine, ont une teneur en huiles essentielles de 2.0%. Méme
constatation quant aux résultats de Semra et al. (2013) avec un
rendement en huile essentielle de 2.2% de la méme espece récoltée dans
la région de Zighoud Youcef (wilaya de Constantine) en période de
floraison. Nos résultats concordent avec ceux rapportés par Sahraoui et
al. (2007) dont le rendement est estime a 2.5% pour O. glandulosum de
la région de Sétif. Cependant un rendement plus éleve a été rapporté par
Bendahou et al. (2008) sur cette méme espéce récoltée dans la région
de Tlemcen, le résultat était estimé a 4.8%.

Rendement en HE (%)
O e b I i
‘_._ | S ——

> D N & QD
& N & o &
X J\o : \C\
¥ > Y
: &
Origanum glandulosum de differentes régions

d'Algérie

Figure 19 : Représentation des rendements des huiles essentielles d’Origanum
glandulosum extraites de différentes régions : Nechmaya (espéce etudiée), Jijel
(Berrehal et al., 2010), Zighoud Youcef (Semra et al., 2013), Sétif (Sahraoui
et al., 2007) et Tlemcen (Bendahou et al., 2008)
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1.17 Screening Phytochimique :

Dans la méthode de screening phytochimique 4 travaux ont été réalise sur
[’Origanum vulgare Dont les auteurs sont les suivants : Badi et al 2019,
Bouhadouda 2015, Bernaoui et al 2017, bendifalah et al 2015

e Badi et al 2019 ont réalisé que Les tests phytochimiques ont été réalisés sur
la poudre a partir de la partie aérienne (feuilles) d’Origanum vulgare en
utilisant des solvants de polarité différente et des réactifs spécifiques de
révelation.

Le screening phytochimique a pour objectif de détecter les principaux métabolites
secondaires existants dans O. vulgare via une analyse qualitative de réactions de
colorations spécifiques, de précipitation, de turbidité, d’essais de solubilités des
constituants et d’utilisation des techniques de fluorescences (examen sous la
lumiere ultraviolette). Les résultats du screening photochimique sont représentés
par les figures (20,21,22,23,24). Ils montrent la presence des flavonoides, des
tanins, des saponosides, des mucilages et I’absence des alcaloides et les
coumarines au niveau des feuilles de la plante.

Les tests phytochimiques ont été realisés sur Origanum glandulosum par
(Bouhadouda 2015) en utilisant des réactifs specifiques de revélation basés sur
des réactions de précipitation et de turbidite ou un changement de couleur
spécifique. Les résultats expérimentaux du criblage phtytochimique sont
mentionnés dans le tableau 08 :

Tableau 08 : Criblage phytochimique d’Origanum glandulosum

Metabolites Origanum

secondaire glandulosum
Tanins catechique +
Tanins galique -
Anthocyanes +
Leuco anthocyanes -
Saponoside +
flavonoides +
Alcaloides -
Terpenes et stérols +

+ Présence / - Absence
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e Bernanoui et al 2017 ont réalisés des test phytochimiques sur les extraits
prépares a partir de la partie aérienne Origanum vulgare permis de mettre en
¢vidence la présence de certains groupes et 1’absence d’autres de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante. La détection de ces
composeés chimiques est basée sur des essais des réactions de précipitation et
de turbidité, un changement de couleur spécifique. Les résultats sont récapitulés
dans le tableau 09

Tableau 09 : Criblage phytochimique 4’O. vulgare

Groupe chimique O.vulgare
flavonoide +
Tanin +
Saponoside +
Quinone libre -
Anthraquinone -
terpenoides +
alcaloides -
Sucre reducteur +

Les résultats expérimentaux des tests phytochimique (tableau 09) montrent la
présence des flavonoides, des tanins, des terpénoides , des saponosides et des
sucres réducteur a la partie aérienne de deux plantes testé . Ainsi que 1’absence
des quinones libre, anthraquinones et alcaloides

Discussion :

Les tests phytochimiques d°O. vulgare montrent qu’il n’y a pas de
différences dans les groupes chimiques existants dans la plante traitée par
comparaison avec 1’¢tude réalisée par Bendifalah et al (2015).

Bendifalah et al 2015 ont réalisé que Origanum vulgare est tres riche en
tanins totaux, tanins galliques, leucoanthocyanines, flavonoides, glucosides,
saponines et mucilage tableau 10.

Il est moyennement riche en tanins cathéchiques. Cette plante contient une
faible teneur en coumarines et iridoides. Enfin, nous devons souligner que
Origanum vulgare ne contient pas de quinone libre, d'amidon, d'alcaloides et
d'anthocyanes. Le criblage phytochimique testé sur les feuilles d'Origanum
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vulgare montre des résultats satisfaisants d'environ 60% (Figure 25). Il est
également plus riche en polyphénols totaux qu'en tanins (Figure 26).

TABLEAU 10 : Resultats du screening phytochimique de I'Origanum vulgare

Substances Origanum vulgare
Tanins totaux +++
Tanins catechique ++
Tanins gallique +++
Flavonoides +++
Anthocyanines +
leucoanthocyanines
alcaloides
Amidon +++
Glucosides
Saponoside +++
Quinones
Coumarines

Figure 20 : Représentation graphique des résultats de screening phytochimique
d'Origanum vulgare
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Figure 21 : Représentation graphique des extraits de polyphénols totaux et
tanins d'Origanum vulgare

1.18 Dosage des polyphénols et des flavonoides :

Dans la méthode de dosage des polyphénols et des flavonoides deux
travaux ont été réalisé, dont les auteurs sont les suivants : Koldas et al 2014,
Bouyahya et al 2017

e Koldas et al 2014 ont realisé que ’extrait de 1’origan qu’avait une
teneur elevée en acide rosmarinique. Leurs resultats ont montré que
I'acide rosmarinique était le principal composant des extraits d'OV, suivi
d’acide caféique, acide chicorique et acide p-coumarique (tableau 11).

Le 4-hydroxybenzaldéhyde était le composé trouvé en plus faible quantité
dans les extraits OVV (pas du tout détecté dans les extraits W et ME). En
revanche, le 4-hydroxybenzaldéhyde était le deuxiéme composant le plus
abondant des extraits d'OA. L'extrait W de OA a été partitionné avec EA et n-
BuOH successivement. Le résidu végétal a également été extrait avec MeCh.

L'acide rosmarinique a été principalement extrait par de I'eau bouillante et
introduit dans EA (4,858 g kg-1) et n-BuOH (6,951 g kg-1) avec des extractions
répetées a partir du solvant aqueux. L'extraction finale du résidu végétal avec du
MeCh n'adonné que 0,525 g kg-1 d'acide rosmarinique et la quantité finale d'acide
rosmarinique laissée dans I'eau était de 0,392 g kg-1.

Les teneurs totales en phénol et en flavonoides des extraits ont eté calculées
respectivement en équivalents d'acide gallique et de quercétine (éq.) (Tableau
11). L'extrait de ME a rendement le plus élevé (2,37 g kg-1) avait également les
niveaux les plus élevés de phénoliques (56,83 g d'acide gallique ég. Kg-1) et de
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flavonoides (35,25 g de quercétine eg. Kg-1). Cependant, seuls 36,84 et 0,65%
respectivement de ces contenus ont pu étre identifiés par des composes
authentiques disponibles dans notre laboratoire.

Tableau 11: les rendements d’extraction et les résultats de la quantification
résultats pour les phénoliques totaux et les flavonoides et les composés individuels

phénoliques et les flavonoides d’origine de /’Origanum vulgaris

Origanum vulgare W EA ME ET
Rendement ’extraction | 1.55 0.96 2.37 1.28
Phéno|ique5 totaux 39.59+0.42 9.37+0.07 56.83+1.65 22.12+0.30
Flavonoides totaux 33.57+0.34 7.62+1.18 35.25+0.56 15.96+2.15
Acide gal|ique 0.0016+0.001 | 0.012+0.001 0.072+0.001 0.014+0.000
Acide Caféique 0.172+0.010 | 0.258%0.019 0.367+0.008 0.180+0.008
ydroxybenzaldehyde ND 0.009+0.001 ND 0.002+0.000
Acide Coumarique 0.109+0.002 | 0.054+0.002 0.365+1.050 0.065+0.003
Acide rosmarinique 7.599+0.115 | 4.303+0.113 19.269+1.035 6.958+0.071
Acide Chicorique 0.323+0.830 | 0.160+0.004 0.910+0.040 0.355+0.007
GIucoside-?-apigenine 0.018+0.002 | 0.012+0.001 0.077+0.005 0.036%0.003
quercetine 0.022+0.001 | 0.020%0.001 0.039+0.002 0.027+0.002
naringenine ND 0.061+0.002 0.060+0.003 0.043+0.001
kaempfer0| 0.011+0.003 | 0.069+0.003 0.057+0.003 0.044+0.002

ND : non détecter

e Bouyahya et al 2017 ont réalisé que Tout le contenu phénolique dans
les extraits examines de la plante utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu

est exprimé en termes d’équivalent d’acide gallique (1’équation standard
de courbe : Abs =0,010x [AG]+0,002 ; R2 = 0,998).

Les valeurs obtenues pour la concentration des phénols totaux sont
exprimées en mg EAG/g d’extrait (Tableau 12). Tout le contenu phénolique
dans les extraits examinés s’est étendu de 153,27 = 0,68 a 105,54 + 0,35 mg
EAG/g d’extrait. La concentration la plus élevée des phénols a été mesurée
dans D’extrait méthanolique. Tout le contenu phénolique dans les extraits
d’Origanum compactum dépend du type d’extrait, ¢’est-a-dire de la polarité
du solvant utilis¢ dans I’extraction. La solubilité ¢élevée des phénols dans les
solvants polaires donne la concentration élevee de ces composeés dans les
extraits obtenus en utilisant les solvants polaires pour I’extraction. La
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concentration des flavonoides dans divers extraits d’origan compact est
déterminée en suivant la méthode spectrophotométrique avec du chlorure
d’aluminium. Le contenu des flavonoides a ét¢ exprimé en termes de mg EQ/g
d’extrait, I’équation standard de courbe : (Abs = 0,022x [Q]+0,006 ; R2 =
0,999).

La concentration des flavonoides dans les extraits s’est échelonnée de
52,72 £ 0,72 a 2431 £+ 0,69 mg EQ/g d’extrait, 1’extrait méthanolique
contenant la concentration de flavonoide la plus élevée. La concentration des
flavonoides dans les extraits de la plante dépend de la polarité des solvants
utilisés dans la préparation d’extrait. Le type de standard utilisé peut également
changer les resultats.

Tableau 12 : contenus en polyphenols totaux et en flavonoides des extraits

Extraits | Rendement % | Polyphenols totaux (a) | Flavonoides totaux
(b)

EtOH 24.61 117.60£1.12 27.60£0.32

MtOH 34.42 153.27+0.68 52.7240.72

AcEth 21.16 119.22+0.96 24.31+0.69

n-hexane |0.72 105.54+0.35 29.64+0.85

a :equvalent acide gallique(mg EAG/g d’extrait)

b :equivalent quercitine (mg EQ/g d’extrait )

1.19 Activité antioxydante de I’extrait aqueux de /’Origanum
vulgare :

Dans la méthode de I’activité antioxydante 4 travaux ont été réalisé sue
[’Origanum vulgare Dont les auteurs sont les suivants : Sahin et al 2004, koldas
et al 2014, bouyahya et al 2017, Mahfouf 2018

e Sahin et al 2004 ont réalisé que Dans la presente étude, I'activité de piégeage
des radicaux libres et I'inhibition de I'oxydation des lipides par O. vulgare ssp.
Les extraits de vulgare et I'huile essentielle ont été étudiés in vitro. Tant dans
I'extrait que dans les cas d'huile, les réactions ont suivi un schéma dépendant
de la concentration.
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Comme le montre le tableau 13, les activités de piégeage des radicaux
DPPH de I'extrait de méthanol et du produit chimique de référence (BHT)
étaient remarquables, présentant une capacité a réduire le radical stable DPPH
en diphénylpicrylhydrazine de couleur jaune avec des CI50a9,9 £ 0,5 et 19,8
+ 0,5 Ig / ml, respectivement, alors que celle de I'huile était insignifiante avec
une C150 a 8900 Ig / ml.

Dans l'activité de piégeage des radicaux libres, la supériorité de I'extrait de
méthanol pourrait étre attribuée a la présence de composés phénoliques car ils
constituent 22% de l'extrait. En particulier, les effets synergiques des acides
phénoliques, par exemple, I'acide rosmarinique et les polyphénols, ainsi que
d'autres produits chimiques tels que les flavonoides, pourraient également étre
pris en compte pour l'activité de piégeage des radicaux observée dans les
extraits de méthanol (Choi et al., 2002).

L'activité de piégeage des radicaux DPPH de I'huile était trés faible, ce qui
était évidemment lié a sa composition chimique. Dans plusieurs rapports, le
thymol et le carvacrol, en particulier, se sont révélés étre les principaux
constituants antioxydants des huiles isolées de plusieurs especes d'Origanum
(Barrata et al., 1998 ; Milos et al., 2000 ; Puertes-Mejia, Hillebrand,
Stashenko, et Winterhalter, 2002 ; Ruberto et Barrata, 2000 ; Ruberto,
Barrata, Sari et Kaabexhe, 2002). En outre, l'efficacité antioxydante
d'environ 100 composants purs d'huiles essentielles a été étudiée, et les phénols
ont été confirmés comme possédant l'activité antioxydante la plus élevée
(Ruberto et Barrata, 2000). Nos résultats concernant I'activité de piégeage
des radicaux sont conformes a ces rapports, puisque les pourcentages de
thymol et de carvacrol étaient remarquablement bas (0,84% et 0,57%,
respectivement) chez O. vulgare ssp. Huile essentielle de vulgare. Dans le cas
de I'inhibition du dosage de I'acide linoleique, I'extrait de méthanol et I'huile
essentielle n'ont pas été capables d'inhiber efficacement I'oxydation de I'acide
linoléique et seulement 24% et 36% d'inhibitions ont été obtenues a des
concentrations de 2 mg / ml respectivement, qui étaient bien inférieures a la
controle positif BHT a la méme concentration (Figure 27). L'activité pourrait
étre améliorée a des concentrations plus élevées, mais cela n'a pas été pris en
compte ici. Ces découvertes sont également en Conforme a ceux des rapports
précédents (Ruberto et Barrata, 2000).
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Table 13 : Effets d'Origanum vulgare ssp. Extrait de méthanol vulgare, huile
essentielle et contrdle positif BHT sur le piégeage des radicaux libres in vitro
(DPPH)

Echantillon DPPH, IC50 (pg/ml)

Extrait methanolique 9.9+0.5
Huile essentiel 8900+5.0
BHT 19.8+0.5

B =Carotene-linoleic acid assay

BHT

Essential Oil || RN
Methanol Exiract _ 32

96

Control 5

T

0 20 40 &l 11 (Ll

Inhibition %

Figure 22. Extrait de vulgare et huile essentielle définis comme
pourcentage d'inhibition dans le dosage de I'acide b-caroténe-linoléique

e Selon Koldas et al 2014, La capacité antioxydante est largement utilisée
comme parametre pour les composants médicinaux bioactifs et fonctionnels
dans les aliments. Dans cette étude, les capacités antioxydantes des extraits
d'OVV ont été déterminées par la formation d'un complexe de
phosphomolybdéne vert et comparées a celles de TOC, BHA, BHT, TRLX et
TBHQ comme témoins positifs. La formation du complexe a 95 ° C a été
mesurée par lintensité d'absorbance du mélange reéactionnel a des
concentrations d'extrait de 50, 100 et 250 pg mL — 1, comme indiqué dans le
tableau 4. Le dosage du phosphomolybdéne est basé sur la réduction de Mo
(V1) en Mo (V) par des composés antioxydants et la formation d'un complexe

56



Chapitre 1V : Résultats et discussion

phosphate vert / Mo (V) qui absorbe a 695 nm. Les données expérimentales
ont indiqué que tous les extraits d'OVV étaient susceptibles d'avoir un
potentiel de réduction du phosphomolybdéne, mais avec des différences
statistiguement significatives

Les activités antioxydantes des extraits W et M’étaient supérieures a celles
des autres extraits et standards en termes de potentiel de réduction du
phosphomolybdéne. Dans le présent travail, les activités antioxydantes, les
pouvoirs réducteurs et les activités de piégeage des radicaux libres ont éte
détermines a des concentrations de 50, 100 et 250 ug mL — 1 d'extraits de W, EA,
ME, ET et HE d'OVV et comparés a des témoins positifs (COT, BHA, BHT,
TRLX et TBHQ) aux mémes concentrations (tableau 4). En raison des teneurs
phénoliques et flavonoides des extraits, les groupes hydroxyle libres étaient une
source d'atomes d'hydrogene dans la neutralisation d'especes radicalaires de
teneurs en flavonoides, modifiant la stabilité d'un radical flavonoide forme par
I'abstraction d'un atome d'hydrogene d'un autre Groupe hydroxyle. Les groupes
di- et polyhydroxy dans les anneaux phénoliques des flavonoides peuvent donner
des électrons uniques, ce qui entraine la production d'une structure stabilisée par
résonance et la formation de radicaux phénoxyle flavonoides moins réactifs. C'est
la base de leur capacité a empécher les réactions en chaine de peroxydation
lipidique. Les radicaux lipidiques peroxyles sont convertis en hydroperoxydes par
réaction avec le a-tocophérol. Le potentiel élevé des phénoliques a piéger les
radicaux libres peut s'expliquer par leur capacité a donner des atomes d'hydrogéne
a partir de leurs groupes hydroxyle. Les phénoliques végétaux ont été étudiés en
relation avec la prévention du cancer8, ce qui peut étre lie au potentiel
antioxydant. De plus, il a été rapporté que les composés phénoliques sont associes
a une activité antioxydante et jouent un réle important dans la stabilisation de la
peroxydation lipidique. Selon ces résultats, les divers extraits de solvants d'OV
devraient étre reconnus comme des sources prometteuses d'antioxydants naturels
non toxiques qui pourraient étre utilisé pour des programmes de culture et de
sélection
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e Bouyahya et al 2017, ont réalisé que L’activité antioxydante des différents
extraits a été évaluée par leur activité inhibitrice sur une solution
méthanolique de DPPH, mesurée & 517 nm. Le standard utilisé était 1’acide
ascorbique (vitamine C). Cette méthode est fondée sur la réduction d’une
solution methanolique de DPPH en presence de molécules donatrices
d’hydrogene. La capacité de réduction du radical DPPH est mesurée par la
diminution de I’absorbance a 517 nm par un changement de coloration de
jaune au bleu. L’activité antioxydante des différents extraits d’Origanum
compactum, ainsi que le standard, a été illustrée sur la Figure 28. Tous les
extraits se sont montrés capables de réduire le radical DPPH. On note une
diminution significative de ce radical en fonction de la concentration en
extrait. A la concentration de 30 pg/ml, I’acide ascorbique a montré une
grande capacité a inhiber le radical DPPH (61,32 %), alors que 1’activité de
MeOH, EtOH, n-hexane et acétate d’éthyle était respectivement de 31,09,
21,64, 41,56 et 11,94 %. A I’exception d’extrait de n-hexane, 1’activité
antioxydante de

Trois autres extraits est significativement faible par rapport au standard (p <
0,05). Cette activité s’exprime significativement d’une maniére dose-dépendante
(p < 0,05), a chaque fois qu’on augmente la concentration en extrait, le
pourcentage d’inhibition est augmenté significativement. Nous interprétons ce
phénomene par le transfert d’électrons célibataires qui sont localisés dans
I’orbitale externe du DPPH, et aprés avoir atteint une concentration donnée,
I’antioxydant va réagir completement avec le radical, et quand nous augmentons
la concentration, [’activité antioxydante va rester constante puisque cela
s’accompagne par la saturation des couches électroniques du radical (Figure 29).

1.19.1 Détermination d’IC50

La valeur d’IC50 est définie comme la concentration en extrait qui inhibe
50 % du radical DPPH. Cette valeur est calculéee par la modélisation du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en extrait en utilisant
I’équation exponentielle. Les 1C50 de chacun des différents extraits ont été
déterminés (Tableau 15).

Selon Kadri et al., une valeur plus faible de I’IC50 (la concentration du
substrat qui cause une inhibition de 50 % de I’activit¢ de DPPH) indique une
activité antioxydante plus élevee. L’extrait n-hexanique a donc présenté ’activité
antiradicalaire la plus élevée (IC50 = 39,83 pg/ml) suivi par ’extrait MeOH avec
une IC50 de I'ordre de 48,34 pg/ml. Par contre, 1’activité antiradicalaire la plus
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faible a été exprimée par I’extrait EtOH et 1’extrait d’acétated’éthyle (IC50 =
74,25¢et137,35ug/ml, respectivement), ce qui ne présente pas une différence
significative de leur activité (p <0,05). Nos résultats sont en accord avec ceuxd’El
Babilietal. Qui ont démontré que les extraits organiques d’Origanum compactum
se sont averés actifs et ont montré une activité antioxydante remarquable dans le
balayage du radical DPPH.

100 s
- —— ——_
= 4
rd / —e— Acide ascorbique
— / ’ -
e~ b4 ~@— MeOH
& so 4 ! y p Acétate d'éthyle
= of , —5t— EtOH
L / = n-hexane
L P
= B
e 1/ '
= / / E
0 o
0 30 &0 120 240 480

Concentration (ug/ml)

Figure 23 : Pourcentage du piégeage du radical DPPH de standard (acide
ascorbique) et des extraits

Tableau 14 : valeur d’IC50 des extraits testé et acide ascorbique

Extrait IC50 (um/ml)
MeOH 48.34
EtOH 74.25
n-hexane 39.83

Acetate d’ethyle 137.35
Acide ascorbique | 27.20
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e Mahfouf 2018 a réalisé que L’activité antioxydante de I’'HE
d’O.vulgare évaluée par le test de piégeage du radical DPPH a donné
des valeurs qui nous ont permis de tracer des courbes du pourcentage
d’activité antiradicalaire pour ’'HE d’O.vulgare, 1’acide ascorbique et
le BHT. D’apreés les résultats représentés dans la figure 30, on peut
constater que 1’activité antiradicalaire est dose dépendante car elle est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration de nos
échantillons.

2. Détermination d’I1C50

La cinétique du pourcentage d’activité antiradicalaire nous a permis de
déterminer I’IC50, qui correspond a la concentration d’HE, d’acide ascorbique ou
du BHT nécessaire a I’inhibition de 50% du DPPH présent dans le milieu. Notons
que plus I’IC50 est faible plus 1’activité antioxydante du composé est importante.
Les résultats sont exprimés sous la forme de valeurs d’IC50.

On remarque que 1’activité antiradicalaire de I’'HE (1.28 £ 0.07 mg/ml) est
inférieure a celle du BHT (0.17 £ 0.02 mg/ml) et de 1’acide ascorbique (0.361 +
0.040 mg/ml) (Tableau 16).

Ce résultat témoigne d’une capacité réductrice modeste comparée a celle de la
litterature. Une étude menee par Sari et al., (2006) sur différentes populations
d’origan de différentes zones algériennes (Sétif, Bejaia, Biskra, M’sila et Bord
Bou Arreridj) a révele la bonne capacité antiradicalaire des HEs qui ont donné des
IC50 variant de 16.2 a 26.7 pug/ml. Le travail publié par Mechergui et al. (2010)
montre que I’HE d’origan de deux régions tunisiennes possede une bonne activité
antioxydante avec des IC50 de 105.29 mg/L et 142.86 mg/L. Cependant une autre
¢tude faite aussi sur ’'HE de la méme espece poussant en Tunisie a enregistré un
IC50 de 625 pg/ml (Béjaoui et al., 2013). L’HE extraite d'O.vulgare L. du Maroc
a montre une forte activité antiradicalaire (1C50 60.1 + 3.3 mg/L) avec la méthode
de DPPH (EIl Babili et al., 2011). Il est établi dans plusieurs études que ’activité
d’une HE est en rapport avec les composés majoritaires et les possibles effets
synergiques entre les constituants (Oussou et al., 2010 ; Saint Laumer, 2003 ;
Kalemba et Kunicka, 2003). Ainsi les travaux de Tepe et al. (2004), ont
démontré une grande activité antioxydante des HEs contenant des monoterpenes
et / ou des sesquiterpenes oxygénés. Miladi et al.(2013) ont prouvé qu’une
corrélation existe entre 1’activité antioxydante d’une HE et la teneur en
monoterpenes oxygénés. En contradiction avec les travaux de Gachkar et al.
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(2007) ou ils ont démontré que les huiles avec une prédominance monoterpénique
ont une activité assez modeste
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Figure 24 : Activité antiradicalaire de ’'HE d’O.vulgare, d’acide
ascorbique et du BHT (chaque valeur représente la moyenne de trois essais)

Tableau 15 : I’activité slavenger du radical DPPH par I’HE d’O.vulgare L,
I’acide ascorbique de le BHT

antioxydant IC50 mg/ml
Huile essentielle d’O.vulgare L | 1.28+0.07
Acide ascorbique 0.361+0.040
BHT 0.17£0.02
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs
connus par leurs propriétés thérapeutiques.

Au cours des dernicres années, 1’exploitation économique des especes du genre
Origanum augmenté en raison de I’utilisation des huiles essenticlles et des
extraits.

La présente étude rétrospective portant sur la synthése des travaux antérieurs sur
quelques tests a divulgué :

- une variabilit¢ phytochimiques entre la présence et 1’absence de
meétabolites secondaires dans différents extraits.

- La quantification des polyphénols et des Flavonoides totaux des différents
extraits a montré que d’O.vulgare constitue des sources prometteuses en
composeés phénoliques.

- I’activité antioxydante réalisée sur d’O.vulgare recoltée dans plusieurs
régions se montre trés élevée avec des IC50 presque égales a celles des produits
de référence (Acide ascorbique, BHA ET BHT)

Afin de mieux commencer a donner plus d’importance a cette plante et de
bénéficier au maximum de sa valeur au niveau de tous les domaines, il serait
souhaitable d’étudier plusieurs parametres physiologiques (teneur en eau,
turgescence et teneur en chlorophylle a, b et totale) sur plusieurs variétés de
plantes accompli et des parametres biochimiques (teneur en proline et en sucres
solubles).
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Annexe

Les tableaux :

Tableau 16 : Taux de précipitation de la région de blida (2011 a 2019)

Mois | Jan fév | Mars | Avril | Mai | Juin juil | Aot | Sept oct nov dec
(Pr'n“nvq)e” 130 | 121.8 | 1074 | 765 | 564 | 182 2 104 | 399 | 521 | 1017 | 924
Tableaul7 : Taux de précipitation de la région de Tlemcen (2000-2011)
Loannée | (@000~ | (2001~ | (2002- | (2003- | (2004- | (2005- | (2006- | (2007- | (2008- | (2009- | (2010-
AMCE 1 2001) | 2002) | 2003) | 2004) | 2005) | 2006) | 2007) | 2008) | 2009) | 2010) | 2011)
P(';‘;ne)” 3391 | 4744 | 3913 | 1128 | 2894 | 2605 | 2713 | 2136 | 5228 | 4331 | 3408
Tableaul8 : taux de température de la région de Blida (2010-2019)
L’année | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019
Ten°C | 21.8 22.6 22.8 21.7 23.2 22.5 22.5 23.3 225 | 225
Tableaul9 : taux de température de la région de Tlemcen (2000-2011)
Lannge | (2000~ | (2001 | (2002- | (2003- | (2004- | (2005- | (2006- | (2007- | (2008- | (2009- | (2010-
2001) | 2002) | 2003) | 2004) | 2005) | 2006) | 2007) | 2008) | 2009) | 2010) | 2011)
Ten°C | 1823 | 1768 | 174 | 19.08 | 1764 | 17.95 | 19.4 17.4 17 1818 | 17.45
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< Les saponosides

1 I

Avant Apreés(+)

Apparition
d’une mousse

Figure 25 : test d’identification des saponosides

% Les alcaloides

Absence de
précipitation

Avant Apres (-)

Figure 26 : test d’identification des alcaloides
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<+ Les tanins

Apparition
d’une couleur
verte

Avant Aprés (+)
Figure 27 : test d’identification des tanins

% Les mucilages

La
présenced’une
précipitation

Avant Apreés(+)

Figure 28 : test d’identification des mucilages
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<+ Les flavonoides

AN

Apparition
d’une couleur
jaune
Avant Apres (+)

Figure 29 : test d’identification des flavonoides

¢+ Coumarine

Absence de
fluorescence

Avant Apres (-)

Figure 30 : test d’identification des coumarins
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Materiel utilsé :
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Microscpe
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