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Résumé

L’Origanum majorana est une plante annuelle de la famille des Lamiacées. Elle est

largement utilisée comme plante médicinale et ingrédient d’assaisonnement.

L’intérét de ce travail est de contribuer a 1’étude phytochimque, le dosage des composés
phénolique et la recherche de l'activité antiradicalaire (piégeage des radicaux libres DPPH)

des extraits bruts agueux de la marjolaine préparés par infusion, macération et décoction.

Le screening phytochimique de la plante a révélé la présence des Terpénoides, Tanins
catéchiques, Flavonoides, Saponines, quinones libres et 1’absence des tanins galliques et des
alcaloides. Le dosage quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides totaux des
extraits a démontré que I’extrait préparé par infusion a enregistré 1a teneur la plus élevé
(1,688 £ 0,36 mg EAG/g ES et 0,69 + 0,02 mg EC/g ES, respectivement) par rapport aux
autres extraits. Par ailleurs, I'extrait préparé par décoction de la marjolaine a présenté l'activité
antiradicalaire la plus élevée avec une Clsy de 1’ordre de 0,147+0,006 mg/ml par rapport aux

autres extraits. Cette activité reste faible par rapport a celle de I’acide ascorbique.

Mots clés: Origanum majorana, étude phytochimique, polyphénols totaux, flavonoides
totaux, activité antiradicalaire (DPPH).



Abstract

Origanum majorana is an annual plant of the Lamiaceae family. It is widely used as a

medicinal plant and as a seasoning ingredient.

The interest of this work is to contribute to the phytochemical study, the determination of
phenolic compounds and the research of the antiradical activity (DPPH free radical
scavenging) of aqueous crude extracts of marjoram prepared by infusion, maceration and

decoction.

The phytochemical screening of the plant revealed the presence of Terpenoids, Catechic
tannins, Flavonoids, Saponins, free quinones and the absence of gall tannins and alkaloids.
The quantitative determination of total polyphenols and total flavonoids of the extracts
showed that the extract prepared by infusion recorded the highest content (1.688 + 0.36 mg
EAG/g DM and 0.69 £+ 0.02 mg EC/g DM, respectively) compared to the other extracts. On
the other hand, the extract prepared by decoction of marjoram showed the highest antiradical
activity with an ICsg in the range of 0.147+£0.006 mg/ml compared to the other extracts. This

activity remains low compared to that of ascorbic acid.

Key words: Origanum majorana, phytochemical study, total polyphenols, total flavonoids,
antiradical activity (DPPH).
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Introduction

Depuis des milliers d’années, l'homme utilise diverses plantes trouvées dans son

environnement, pour traiter et soigner traditionnellement les maladies (Sanago, 2006).

Une plante médicinale (PM) désigne une plante ou une partie d'une plante possedant des
substances appelées principes actifs, pouvant étre utilisées soit pour la prévention, soit pour le
traitement curatif de plusieurs maladies (Didier et al., 2011). Selon I'Organisation mondiale
de la Santé (OMS), environ 65-80% de la population mondiale dans les pays en
développement dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour leurs
soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne
(OMS, 2002).

Le monde scientifique est envahi par un nouveau concept, celui du stress oxydant qui est
impliqué dans de trés nombreuses maladies telle que les maladies cardiovasculaires,

neurodégénératives et le cancer (Pincemail et al., 2003).

Le stress oxydant est une circonstance anormale que traversant parfois nos cellules ou un de
nos tissues lorsqu’ils sont soumis a une production, endogéne ou exogéne, de radicaux libres

oxygenés qui dépasse leur capacités antioxydants (Favier, 2006).

Les plantes synthétisent de nombreux composés appelés métabolites primaires qui sont
indispensables a leur existence et d’autres composé€s appelés métabolites secondaires. Ces
derniers jouent un role primordial dans la lutte contre diverses maladies (Cox et Balick,
1994; Junio et al., 2011).

L’ Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve 1’espéce Origanum majorana. C’est une plante
annuelle de la famille des Lamiacées, largement distribuée dans plusieurs pays
méditerranéens depuis 1’Antiquité, mais devenue populaire au Moyen Age comme plante

médicinale et ingrédient d’assaisonnement (Wang et al., 2021).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressées a 1’é¢tude phytochimique (tests phytochimiques
et dosage des composés phénoliques) et I’évaluation d’effet antiradicalaire (piégeage du

radical DPPH), des extraits bruts aqueux de la partie arienne d 'Origanum majorana.




Introduction

Ce travail est subdivisé en deux parties. Dans la premiére partie nous proposerons une étude
bibliographique. Cette derniere est divisée en deux chapitres ; Le premier englobe quelques
définitions sur les radicaux libres, le stress oxydant et les antioxydants et le deuxieme chapitre

est consacré a une présentation de la plante d’Origanum majorana.

Dans la seconde partie nous décrirons 1’é¢tude expérimentale qui comprend deux chapitres
dont le premier chapitre illustre le matériel et les méthodes utilisés dans les différentes
manipulations : l'extraction, dosage des composés phénoliques et évaluation de 1’activité
antioxydante suivi par d’une partie résultats et discussion qui est consacré a la présentation,

l'analyse et I’interprétation des résultats obtenus.

Le manuscrit est ponctué d’une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre 01 : Les radicaux
libres, stress oxydant et les
antioxydants



|Chapitre 1

1. Les radicaux libres
1.1. Définition

Les radicaux libres sont des especes chimiques atomiques ou moléculaires instables, qui
possedent un ou plusieurs électrons non appariés dans la couche de valence et connues par sa

grande réactivité avec une durée de vie courte (10 & 10 second) (Azouaou, 2018).

Les radicaux libres dérivés de I’oxygéne ROS (le peroxyde d'hydrogéne (H20,), superoxydes
O, et hydroxyles *OH) et de I’azote RNS (dérivés de NO), constituent la classe la plus
importantes d’especes radicalaires générées dans les systémes vivantes. Ces composés aux
doses excessives sont responsables d’une manicre directe ou indirecte de nombreux
dommages oxydatifs au niveau moléculaire (Acide nucléique, protéines, lipides), pouvant
affecter considérablement les mécanismes cellulaires. Aux doses faibles, les especes réactives
de 'oxygene sont trés utiles pour I’organisme et jouent des roles importants dans divers
mécanismes physiologiques tels que la transduction du signal (Mezziti, 2001 ; Rochette et
al., 2013).

1.2. Production des radicaux libres

La production de ces espéces oxydantes (prooxydants) est une conséquence inévitable du
métabolisme aérobie. Ils sont produits spontanément et de maniére continue au sein de notre

organisme. On distingue deux types de production des prooxydants:
1.2.1. Production endogéne:

Les ERO peuvent apparaitre au cours de six types des réactions biochimiques (Chaouche,
2014)

e La respiration : Au niveau des mitochondries, au cours du transfert d’électron dans

la chaine respiratoire, le radical superoxyde (O;™) est produit.

e Les cellules immunitaires possédent une enzyme membranaire, la NADPH

oxydase, qui est spécialisée dans la fabrication du radical superoxyde.

e La xanthine oxydase est une enzyme ubiquitaire impliquée dans le catabolisme de

I’ATP. Elle est impliquée dans la production du radical superoxyde.

e Les ions métalliques sont de remarquables promoteurs de processus radicalaires.

IIs transforment H,O; en radical hydroxyle (OH).

e Des radicaux libres sont produits au cours de la biosynthése des prostaglandines.
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e Des cellules sont capables de produire du monoxyde d’azote (NOe), a partir de

I’arginine et 1’oxygéne, dans une réaction catalysée par la NO-synthase.
1.2.2. Production exogene

L'organisme humain est soumis a l'agression de différents agents capables de la création et

de I’accumulation des radicaux libres (William, 2013), parmi eux:

= L’exposition aux rayons UV, aux ultrasons, aux micro-ondes et a des champs

magnétiques ;
= [’exposition aux métaux lourds ;
= Le contact avec des agents cancérigenes ;
= Le tabagisme et I’alcool ;
= La prise de médicaments et de la pilule contraceptive ;
= Lapollution.

La figure 01 présente les différents radicaux libres et leurs effets sur ’organisme

Lumiére UV oxydases
10 2 - O 2 >
Oxygéne singulet Oxygéne Sapiroiydé eroxyde d'hydrogénes
; Cycles redox dismutases myéloperoxidase
frrimin NADPH ox
mitochondrine
NO® 0,° HOCI
Fe3+
Monoxyde d’azote Anion superoxyde
ONOO > OH"
peroxynitrite Radical hydroxyle
i /
::.;:1.‘::::“ Activation Oxydation Peroxydation Oxydation d
: des cascades des protéines Lipidique I'ADN 1
de Kinases

Figure 01: Origine des radicaux libres et leurs effets sur I’organisme (Favier, 2003).
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2. Stress oxydant
2.1. Définition

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre de la balance pro oxydants/antioxydants
en faveur des premiers qui conduisant a des dommages oxydatifs des bio molécules (Figure
02) (Helmut Sies, 1985).

\ogique
Sasbquiliore pANS
Enzymes antioxydantes
Cofacteurs : Zn, Se
gigfegr?cstigenaﬁ:li\tlgshgi(;rci)é Vitamine C (alimentation)
Metaux lourds : Fe, Cu Antioxydant
Facteurs environnementaux
Oxydant
Balance du

Stress Oxydant

Figure 02: Mécanismes provoquant un stress oxydant au sein d'une cellule (Hamraoui et

Benkherouf, 2018).
2.2. Conséquences du stress oxydant

Les radicaux libres attaquent multiples cibles dans 1’organisme comme 1’ADN, les protéines,

les lipides et les carbohydrates.

2.2.1. Action sur I'ADN :
Les ERO, et spécifiquement le radical hydroxyle, peuvent attaquer I’ADN. IIs peuvent
provoquer des modifications de ces bases, des cassures, des mutations ou endommager le
processus de réparation de I’ADN. La guanine est la base la plus touchée, elle peut réagir avec
le radical hydroxyle *OH pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguano-sine (8-OH-dG), au lieu
de s’apparier avec la cytosine. La 8-OH-dG s’associera avec 1’adénine, entrainant des
mutations au sein de I’ADN. Ces modifications peuvent étre a 1’origine des phénomenes

mutagénes ou d’un vieillissement (Borrego et al., 2013).
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2.2.2. Action sur les protéines :

Les protéines sont susceptibles d’étre oxydées par les radicaux libres dérivés de 1’oxygéne
ROS. Les acides aminés les plus réactifs a ces oxydations sont les acides aminés soufrés,

basiques et aromatiques.

Les radicaux libres peuvent causer des dommages proteiques comme les changements de
conformation des protéines et 1’oxydation des chaines latérales d'acides aminés. Ces
changements conduisent a une modification structurale des protéines dont les conséquences
sont majeurs (inhibition des activités enzymatiques, 1’augmentation ou la diminution de

I’absorption cellulaire...) (Shacter, 2000, Kuka et al., 2012).

Ces protéines deviennent généralement plus sensibles a I’action des protéases et notamment

du protéasome (Jung et al., 2007).

2.2.3. Action sur les lipides
Le stress oxydant cause la peroxydation lipidique dans les membranes cellulaires, lorsque les
radicaux libres réagissent avec les constituants membranaires essentiellement avec les LDL et
les acides gras polyinsaturés AGPI. Les interactions entre les ERO et les lipides se déroulent
en trois étapes : I’initiation, la propagation et la terminaisons (Figure 03) (Ahmed et al.,
2013).

La peroxydation des lipides est la cause des troubles inflammatoires et métaboliques, la
destruction des lipides membranaires, la formation et la propagation des radicaux lipidiques

avec de nombreuses effets déléteres (Zhao et al., 2013).

Lors de la peroxydation lipidique, les produits formés sont: l'isoprostane, les acides
thiobarbituriques (TBARS), le malondialdéhyde (MDA\) et le 4-hydroxynonenal (4-HNE).

ROO ;

10. insature

o RH > Re + He
Acide gras ;) ROOTX

insaturé Propagation I
RH

JO
R ROOH

Terminaison I
Composés secondaires

Volatils
aldéhydes, hydrocarbures
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Figure 03: Les différentes étapes de la peroxydation lipidique (Spiteller, 1998).
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2.2.4. Action sur les carbohydrates :

Les radicaux libres tels que "OH réagissent avec les carbohydrates par une abstraction d’un
atome d'hydrogéne, d'un des atomes de carbone, pour produire un radical centré de carbone.
Cela conduit a une fragmentation des polymeéres de glucides comme l'acide hyaluronique

(Devasagayam et al., 2004).
2.3. Pathologie liée au stress oxydant

De nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress oxydant
est potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de pathologies
humaines différentes (Pincemail et al., 2002). Le vieillissement favorise le stress oxydant en
diminuant les défenses antioxydantes et en augmentant la production mitochondriale des
EOR.

Les désordres biochimiques causés par le stress oxydant impliquent celui-ci dans de trés

nombreuses maladies comme :

e Maladies neurodégéneératives : Alzheimer (Hwang, 2013), Parkinson (Pizza et al.,
2013), epilepsie (Cardenas-Rodriguez, 2013). .

e Maladies du foie: fibrose, cirrhose, carcinome hépatocellulaire (Shin et al., 2013).
e Maladies cardiovasculaires: Athérosclérose, hypertension (De Marchi et al., 2013).
e Maladies respiratoires: bronchospasme aigue, asthme (Kusano et Ferrari, 2008).

e Maladies auto-immunes : arthrite rhumatoide (Subedi et al., 2012).

e Maladies de I’ceil: cataracte (Chakraborty et al., 2007).

e Diabéte sucré (Mima, 2013).

e Cancer (Kaushal et kudva, 2013).

3. Les antioxydants
3.1. Definition

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui en faible concentration par rapport
au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit 1’oxydation de ce substrat, par
conséquent, les antioxydants suppriment les dommages oxydatifs d'une molécule cible
(Pastre et al., 2007).
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3.2. Roles des antioxydants
Les antioxydants exercent de nombreux effets sur 1’organisme :

v"lls inhibent ou piégent les radicaux libres en les convertissant en composés chimiques

nouveaux et stables ;

v lIs Fournissent un excellent soutien au systeme immunitaire de I'organisme, ce qui en

fait un moyen efficace de prévenir les maladies ;
v"lIs Favorisent la croissance des cellules saines ;
v'lIs aident a combattre la dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA).

v lls protégent les cellules contre le vieillissement prématuré et anormal (Lecerf et al,
2009 ; Shivam, 2019).

3.3. Type des antioxydants

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup
d’énergie pour maintien un niveau non cytotoxique des EOR. Le systetme de défense
antioxydants peuvent étre classés en deux catégories: les antioxydants enzymatiques
directement synthétisés par 1’organisme et les antioxydants non enzymatique apportés par
I’alimentation sous forme des fruits et légumes riches en vitamines C, E, les caroténoides et

les polyphénols (Figure 04) (Halange et al., 2007).

. ‘ ' (oxygeéne fondamental)
le D 2
le : CI . MPO
')K SOD, Vit C

peroxyde d'hy drnx.cnc

anion supcroxyde acide hypochloreux

Fe.Cu (cau de javel)
walas
it %\ ‘it C, flavonoides,
% GSH
ferritine, rransferrine,
agents chélateurs
rs ulu al hydroxyle

hpnp\rn\\dq.\
votne >ule
oxygene singulet acide urique, \ it C, GSH

B-caroténe, Ivcopéne Vit E, Se-GPx, uhlqunuuu

Figure 04: Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les systémes de

défense antioxydants (Hamma et al., 2015).
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3.3.1. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la 1% ligne de défense contre les

radicaux libres, principalement représentée par:
a. Lacatalase (CAT)

La catalase est une enzyme tétramérique de 59 KDa intracellulaire, localisée principalement
dans les peroxysomes et les hématies. Elle catalyse la réaction de détoxification du peroxyde

d’hydrogéne en eau et en oxygeéne moléculaire (R1) (Louis, 2011).
CAT
R1: 2H,0,% 2H,0 +0O;,
b. La superoxyde dismutase (SOD)

Il existe trois types des isoformes de superoxyde dismutase qui se différencient par leurs
localisations cellulaires et leurs cofacteurs métalliques: une forme cytosolique et nucléaire
associee aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale associée au
manganése (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD). Leurs principales fonctions
consistent a catalyser la dismutation du radical anion superoxyde en peroxyde d'hydrogéne
moins toxique et en oxygéne moléculaire (R2) (Garait, 2006).

SOD
R2: 202._ +2 H+902 + H,O,

c. Laglutathion peroxydase (GPx) et réductase GR
La glutathion-peroxydase séléno-dépendante est une protéine qui contiennent 4 atomes de
sélénium situés aux centre actif de I'enzyme sous forme de sélénocystéine. La GPx est située
dans le cytosol, les mitochondries et la circulation sanguine. Elle a pour activité la
décomposition des peroxydes d’hydrogéne (H20,). Lors de cette réaction deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG). (R3 et R4)(Oueslati,
2017).

GPx
R3 : H,O, + 2GSH =» GSSG + H,0

R4 : ROOH + 2GSH =» GSSG + ROH + H,0
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La glutathion réductase (GR) est une enzyme qui catalyse la régénération du glutathion réduit
(GSH) par le cofacteur NADPH qui est utilis¢ comme donneur d’électrons (R5) (William,
2013).

GR
R5: GSSG + NADPH + H+ = NADP++ 2GSH.

A coté des 3 principales enzymes antioxydantes, on trouve d’autres enzymes dont le role est
moins important, nous citons: Les peroxiredoxines (Prxs), les paraxonases, I'héme oxygénase-
1(HO-1), thioredoxin (Trx) (Rezaire, 2012 ; Savini et al., 2013).

3.3.2. Les antioxydants non enzymatiques

Notre régime alimentaire joue un grand rble dans la lutte contre le stress oxydant. Les
principaux antioxydants non-enzymatiques fournis par I’alimentation sont: la vitamine E, la

vitamine C, les caroténoides et les composés phénoliques.
a. Lavitamine E

La vitamine E c’est un terme générique qui désigne de nombreux isomeres de tocophérols et
de tocotriénols ; le plus abadant c’est 1’a-tocophérol. La vitamine E est un antioxyadant
majeur liposoluble et c¢’est un composé amphiphile capable de s’insérer dans les membranes
cellulaires et peut ainsi séquestrer les radicaux en empéchant la propagation des réactions de
peroxydation lipidique (Blandine, 2006). Elle joue aussi un role dans 1’augmentation
d’activité de la superoxyde dismutase (SOD) et de la catalase (CAT) (William, 2013).

b. Lavitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est le plus important antioxydant de nature hydrosoluble,
se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. C’est une molécule capable de réagir
directement avec tous ROS/et ou RNS (majoritairement I'02" et le ONOO-) réduisant ainsi la
peroxydation lipidique et les dommages aux protéines et a I’ADN. C’est est cofacteur de
nombreuses enzymes. Elle participe, aussi, a la régénération de la vitamine E. La vitamine C
est impliquée dans la synthese du collagéne, la synthese du cholestérol et impliqué dans la

transformation de la dopamine en noradrénaline (Ge et al., 2008 ; Beégul, 2012).
c. Lescaroténoides

Les caroténoides sont des pigments liposolubles produites par les organismes photo-

autotrophe et sont regroupés en deux grandes familles : les caroténes et les xantophylles

@
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(Aira, 2012). lls representent la principale source alimentaire de rétinol. En plus de leur
activité de provitamine A (convertis en vitamine A dans le corps). Les caroténoides, plus
particuliérement le B-caroténe, sont des désactivant efficaces de I'oxygene singulet. De plus,
ils réagissent rapidement avec les radicaux hydroxyles OHe et les radicaux peroxyles. Ils

inhibent, donc, les chaines déperoxydation lipidique (EIl Oualja, 1994).
d. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques représentent une classe de métabolites secondaires trés largement
représentés dans le régne végétal et donc dans notre alimentation. lls sont caractérisés par la
présence d’un noyau benzénique portant un groupement hydroxyl OH. Ils présentent une
activité antioxydante importante et sont naturellement capables de piéger I’oxygeéne singulet
10, et le radical anion superoxyde O2". lls sont capables d’interagir avec les métaux de
transition pour catalyser la peroxydation lipidique, notamment avec le fer et le cuivre. lls
possedent des propriétés protectrices envers certaines maladies dégénératives tels que les

cancers et les maladies cardiovasculaires (Desmier, 2016).

Le terme « polyphénols » regroupe une veste ensemble de plus de 8000 molécules, d’un point
moléculaire d’environ 800 Daltons qui leur permettent de traverser la membrane cellulaire, ce
qui permet a ces polyphénols d’atteindre ou de gagner de I’espace dans les sites
intracellulaires en tant que pigments ou produits phytochimiques. Ils sont divisées en une
dizaine de classes chimiques, qui présentent tout un point commun : la présence dans leur
structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui- méme porteur d’un nombre

variable de fonctions hydroxyles (Hannebelle et al., 2004 ; Prabhu et al.,2021) .

Ces composés organiques sont principalement présents dans les fruits s ecs, les

legumes, le thé vert et les céréales complétes, les herbes et les épices (Rajeev et al., 2019).

La classification des composés phénoliques est basée essentiellement sur la structure
chimique et selon le nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base. 1ls sont répartis en
deux classes, la classe des composés phénoliques simples comme les acides phenoliques et la
classe des polyphénols tels que les flavonoides, les coumarines et les tanins (Achat, 2013,
Laguna, 2019).

E
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» Acides phénoliques
Les acides phénoliques sont présents dans un certain nombre de plantes agricoles et
médicinales. Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique

et un hydroxyle phénolique, ils sont représentés par deux sous-groupes : (Zeghad, 2018)

o les acides hydroxybenzoiques.

o les acides hydroxycinnamiques (Djennidi, 2019)

» Coumarines
Les coumarines qui sont les dérivés de Ce-Cs. Ce sont des composés aromatiques naturels,
portant un groupement benzo-pyrone dans leur structure (figure05). La nomenclature

internationale est le 2H-benzopyran-2-one, qui peut étre considérée en premiere

approximation comme une lactone de 1’acide 2-hydroxy-Z-cinnamique (Dridi, 2013).

Figure 05: Squelette de base des coumarines (Mekhelfi, 2016)

» Flavonoides

Les flavonoides représentent le groupe le plus vaste des polyphénols et le plus largement
distribué dans le regne végétal. Ces molécules sont reconnues pour leurs multiples activités
biologiques. La structure de base de ces composés regroupe un grand nombre de molécules.
Elle est constituée d’un squelette carboné a 15 atomes de carbone (Cs-C3-Cs) de type phényl-
2-benzopyrane. lls se caractérisent par 3 cycles, A, B, C, deux noyaux benzéniques (A et B)
sont reliés par une chaine linéaire de 3 atomes de carbone, formant en géneral un hétérocycle
pyranique aprées condensation avec un OH phénolique du noyau A (Figure 06) (Saidi, 2019 ;
Abcha, 2020).

Figure 06 : Squelette général des flavonoides (Michel, 2012)

@
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De facon générale, les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits
aglycones, ou ils existent sous forme de C- ou O-glycosides (Rachad, 2018). Ils sont classés
en différentes catégories dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavan-
3-ols, les isoflavones, les flavanones, et les anthodcyanidines(Nassar, 2017).

» Tanins
Les tanins sont des oligoméres hydrosolubles, riches en groupes phénoliques, capables
de se lier ou de précipiter des protéines solubles dans I’cau. Les tanins, communs aux plantes
vasculaires, existent principalement dans les tissus ligneux, mais peuvent également étre dans
les feuilles, les fleurs ou les graines. lls sont utilisés spécialement pour tanner les peaux

(Kone, 2018).

Selon leurs structures chimiques, on distingue deux groupes de tannins : les tannins

hydrolysables et les tannins condensés (Ghnimi, 2015).
Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ont une structure de polyester. Ils comprennent I'acide gallique et les
produits de condensation de son dimere des acides digallique, acide ellagique et de
monosaccharides, le plus souvent le glucose (Figure 07). Comme leur nom I’indique, ils sont

facilement hydrolysables par les enzymes (tannase) (Richardin et al., 2015, Rira, 2019).

0
HO OH
HO
OH
L’acide gallique L’acide ellagique

Figure 07 : Structure de deux unités de base des tanins hydrolysables (Nassar, 2017)
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Les tanins condensés

Les tanins condensés, appelés proanthocyanidines ou procyanidines. Ces composés possedent
comme structure de base le flavan-3-ol ou le flavan-3,4-diol. Ces unités sont liées entre elle
majoritairement par les liaisons Cs-Cs (parfois C4-Cs) ou des liaisons carbone-oxygene. Les
unités flavan-3-ols les plus courantes trouvées dans les tanins condensés comprennent la
catéchine, I’epicatéchine, la gallocatéchine et 1’épigallocatéchine (Donatine, 2009 ;

Naumann, 2017).

H
H
OH
HO
HO o =

OH

i -

OH

OH
Flavan-3-ol flavan-3,4-diol

Figure 08 : Structure de deux unités de base des tanins condensés (Ghnimi, 2015)
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Chapitre

1. Historique d’Origanum majorana

La marjolaine ou Origan des jardins (Origanum majorana) est une plante annuelle aromatique
de la famille des Lamiacées. Dans 1’ Antiquité, les anciens Grecs employaient la marjolaine
comme épice, grace a son odeur un peu fumeée et sa saveur piquante la rendent exquise dans
les salades et dans tous les plats cuits. La marjolaine est un condiment courent en Italie en

Espagne, Chypre et en Turquie (Couplan, 2015).

La marjolaine se caractérise aussi par ses propriétés médicinales. Dioscoride accordait a la
marjolaine des vertus de contrepoison dans les cas des morsures ou de piqlres venimeuses.
Pline I’Ancien la notait bonne a éloigner les serpents et a neutraliser les effets de I’opium.
Pour Albert le Grand, la marjolaine est fortifiante et résolutive et elle est bénéfique contre

toutes les maladies de poitrine qui entrainent de I’oppression (Rokosuieva, 2015).
2. Noms vernaculaires
Le terme « marjolaine » est apparu dans la langue en 1398. 11 dériverait de I’ancien nom latin

de la plante, amaracum, lui-méme emprunté du grec “amarakos” un symbole d'amour,

d'honneur et de bonheur (Larbi et Lakhdari, 2015)

La marjolaine reconnue par les noms suivants: (Azzi, 2013).
= Nom frangais : Marjolaine.

= Noms anglais: Marjoram, Sweet marjoram.

= Nom vernaculaire: Bardakouche.

* Nom scientifique : Origanum majorana L.

3. Description morphologique
La marjolaine est une plante herbacée vivace a tiges dressées, ramifiées, de hauteur de 20 a
30 cm. Ses feuilles opposées sont petites, ovales et cotonneuses et mesurent de 0,9 cm de
larges. Inflorescences, tres rameuses situés au somment des tiges, poussant en grappes denses,
pédonculées a I’aisselle des feuilles. Lors de la floraison, apparaissent de minuscules fleurs

blanches ou légérement rosées. Elle définit par un calice bilabié a lévre supérieure orbiculaire
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et a levre inférieure bidentée et constituée 4 étamines divergentes. Les fruits sont des
tétrakenes (Figure 09) (Beloued, 1998).

Figure 09: Différentes parties aériennes d'Origanum majorana L(Prerna et al .,2015).
4. Position systématique (Mahfouf, 2018)

Regne : plante

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales

Série : Superovariées tétracycliques

Super ordre : Tubiflorales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Sous-famille : Népétoidées

Genre : Origanum

Espece : majorana

Nom binomial : O. majorana
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5. Répartition géographique

Le genre Origanum majorana est largement présent dans des fles Canaries et des Agores, a
I’Europe du Nord et jusqu'a 1I’Asie de I’Est. Ils s’étendent jusqu’aux régions sibériennes et
irano-turques. lls poussent sur des sols calcaires et rocailleux. La région méditerranéenne
représente son aire de distribution la plus importante. Cette espece se développe aussi dans les
zones internes semi arides de I’Est d’Algérie (Figure 10) (Figueredo, 2007 ; Ben Salha,
2020).

@® Limite de distribution

Figure 10: Aire de distribution du genre Origanum (Cailaud, 2013).

6. Composition chimique

Origanum majorana est connu comme l'une des plantes la plus utilisee dans le monde en

raison de son importance biologique et de sa diversité de composition chimique.

L'analyse de marjolaine a différents tests phytochimiques qualitatifs a montré la présence de
flavonoides, de tanins, de glycosides, de glycosides cardiaques, de stérols, de terpénoides dans
I’extrait éthanolique de feuilles, de racines et de tiges; tandis que la saponine et le

carbohydérium sont présents dans 1’extrait aqueux (Tripathyet al., 2017).

Les tableaux 01 et 02 résument les différents constituants de la poudre et I’huile essentielle

d’Origanum majorana.

&



Chapitre 02 : Présentation de la plante Origanum majorana

Tableau 01: Composition chimique de la poudre de marjolaine (100g) (Hafez, 2012 ).

Constituants Teneur %
Glucides 72,18
Fibres brutes 19,52
Protéines 12,80
Graisses 3,75
Humidite 5,66
Cendres 5,62
Tableau 02 : Principaux phytoconstituants

d'Origanum majorana L. (300g des parties aériennes fraiche de marjolaine donne 1,72% H.E

analysé par CG./SM)(Raouafi et al.,2021).

représentées dans I'huile essentielle (H.E)

) Formule o )
Composé Teneur % Formule semi- développee
brute
Terpinene-4-ol 26,7 C1oH1g0 >ﬁ<}
o
- -
Gammaterpinene | 16,96 CioH1s6 >_®_
-
- O
)
p-menthol 11,85 CioH200 >—GO
i
O o
=
==
Alpha-terpinene | 9,22 C1oH150 >—Q§:’
= .
Alpha-terpinéol | 5,76 CoH150 W
2
<O
S
p-cymene 5,27 CioHua >—Qg:>
O O
=

18




Chapitre 02 : Présentation de la plante Origanum majorana

7. Utilisations traditionnelles

Origanum majorana L. est une plante tres populaire. Elle posséde des applications tres vastes
tant dans le domaine alimentaire que celui de la médecine traditionnelle en raison de ses

multiples effets thérapeutiques (Ghenima, 2016).

Traditionnellement, différentes parties de la marjolaine comme les feuilles et les sommités
fleuries fraiches ou séchées sont utilisées par voie orale (en tisane ou mastication). Elles
sont principalement utilisées contre les infections respiratoires et intestinales, les douleurs
gastriques, les troubles nerveux et les maladies cardiovasculaires. L’ huiles essentielle est
employée contre la paralysie décroissante, en friction sur la nuque, le dos, douleurs et dureté
de l'oreille et en massage contre les douleurs rhumatismales et les maux de dents (Prerna et
al., 2015).

8. Activités biologiques

De nombreuses études expérimentales suggerent que les composés phytochimiques,
principalement les composés oxygénés de la marjolaine sont a I'origine de plusieurs activités
biologiques (Ben Salha et al., 2017).

8.1. Activité antioxydante

De nombreuses études ont montré que la plante de marjolaine est riche en composes
phénoliques. De ce fait, ses extraits possedent une capacité de chélation des radicaux libres
élevée et par conséquent une activité antioxydante importante (Iratni, 2016).

L’extrait d'acétate d'éthyle, l'extrait aqueux et I'huile essentielle de la partie aérienne d'O.
majorana ont présenté une activité antioxydante importante. Les composés phénoliques tels
que l’acide hydroxycinnamique, les flavonoides, 1’acide ursolique, ’acide carnosique, le
carnosol, I’acide rosmarinique et 1’acide caf€ique sont responsables de cette activité (Bina et
Rahimi, 2017). Il été établi que I'extrait de marjolaine peut avoir une activité antioxydante
dans les lipides. Les extraits de marjolaine sont aussi utilisés comme additives pour prolonger

la vie des produits de poisson durant la congélation et le stockage (letswaart, 1980).

1



Chapitre 02 : Présentation de la plante Origanum majorana

8.2. Activité antibactérienne

Les huiles essentielles (HE) deérivees des feuilles de marjolaine ont montré un effet
antibactérien sur diverses bactéries (Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus
coagulase, Enterobacterspp. coagulase, Enterobacterspp.,Proteusspp, Acinetobacterspp.,
Klebsiellaspp. et Pseudomonas spp.) (Busatta et al., 2008, Freire, 2011).

De méme, les extraits éthanoliques et aqueux de Marjolaine ont présenté une activité
antimicrobienne contre les bactéries Gram positives et Gram négatives. L'extrait éthanolique a
eu un effet d'inhibition éleve contre les bactéries, comparable a celui de I'extrait aqueux
(Mohamed, 2011).

8.3. Activité antifongique

L’huile essentielle a montré également une activité antifongique, notamment sur Aspergillus
flavuset A. parasiticus (Freire, 2011 ; Sharma et al., 2011). Par ailleurs, 1’extrait éthanolique
et hexanique a exercé une activité inhibitrice sur six Candida sp (souches de levure)
(Kazlowska et al., 2010).

8.4. Activité antidiabétique

L'extrait méthanolique des feuilles de marjolaine a montré des activités antidiabétiques chez
les souris rendues diabétiques par la Streptozotocine par divers tests in vitro et in vivo.
L Origanum majorana a montré des effets significatifs sur I'inhibition in vitro de la formation
avancée du produit final de glycation. L'effet était plus important que l'agent antiglycation
standard, I'aminoguanidine (Tripathy et al., 2017).

8.5. Activité antistress (anti-anxiéte)

L'extrait de feuilles d’Origanum majorana a montré un effet anti-anxiété sur des rats dans un
modéle de labyrinthe ouvert a une dose intra-péritonéale de 200 mg/kg p.c. L’effet est

dépendant et comparable au diazépam (Tripathy et al., 2017).
8.6. Activité antimutagéne

L'extrait éthanolique des parties aériennes de la marjolaine a montré un effet antimutagéne
induit par le cyclophosphamide chez les souris a la dose efficace minimale de 125 mg/kg.
L'effet de I'extrait de marjolaine a protégé toute modification des teneurs en ARN, ADN et
protéines dans le foie et les testicules des souris par rapport au témoin (Vasudeva et Goel,
2015).
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8.7. Activité anticonvulsivante :

Les extraits d'éther de pétrole, de chloroforme, d'acétone, de méthanol et aqueux de
marjolaine ont montré un effet anticonvulsivant dans les modeles des crises induites par le test
Pentylenetetrazole (PTZ) et d'électrochoc maximal (ECM) chez les rats a des doses de 250 et
500 mg /kg p.c. Les extraits de marjolaine ont retardé 1’apparition des crises (Deshmane et
al; 2007).

8.8. Activité antispasmodique :

L'huile essentielle d’Origanum majorana est riche en terpinéol qui est obtenue par distillation
de ses sommités fleuries et de ses feuilles. Elle est considérée comme un puissant
antispasmodique, qui calme les spasmes et plus particulierement ceux de I'estomac et du
colon, son action laxative et digestive contribue au bien étre digestif et intestinal (Vagi, 2005).
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Notre travail a été réalisé au sien du laboratoire de biochimie, département de biologie,
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre et de I’Univers (SNV —

STU), Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen
1. Matériel végétal

La partie aérienne (tiges, feuilles) d’Origanum majorana (Figure 11) a été récoltée, en moi
d’Avril 2022 dans la région de Ghazaouet, le village de Dar Bentata. Cette région est située
au Nord-Ouest de la wilaya de Tlemcen. Elle délimitée par la mer Méditerrané au Nord, la
commune de Yaghmoracen a I’Est, la commune de Souahlia a I’Ouest et la commune de Tient

au Sud.

Figure 11 : La partie aérienne de la plante (originale).

2. Préparation de la plante

La partie aérienne de la marjolaine récoltée a été lavée puis séchée a température ambiante
dans un endroit aéré, pendant 15 jours. Les feuilles et les tiges séchées ont été broyées a I’aide
d’un moulin électrique et le broyat obtenu a été conservé dans un flacon a température

ambiante, dans un endroit sec et a I’abri de ’humidité et de la lumicre jusqu’a son utilisation.
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3. Préparation des extraits bruts aqueux

L’extrait brut aqueux de cette plante a été préparé par trois méthodes d’extraction classique :

I’infusion, la décoction et la macération.
3.1. Extraction par infusion

La méthode d’extraction aqueuse par infusion de la partie aériennes (feuilles et tiges) a été
réalisée selon la méthode décrite par (Bohui et al., 2019). Une prise d’essai de 5g de poudre
de la marjolaine a été introduite dans un ballon contenant 200 ml d’cau distillée bouillante.
L’ensemble a été maintenu pendant 30 minutes jusqu’au refroidissement. Apres filtration sur
papier-filtre, le filtrat a été concentré a 1’évaporateur rotatif sous vide a 50°C. L’extrait a été
ensuite mis a des boites de pétri et introduit a 1’étuve a 37°C pendant 4 jours. Les poudres

obtenues ont été pesées puis conservées dans un flacon stérile hermétiqguement fermé.
3.2. Extraction par macération

La méthode d’extraction aqueuse par macération de la partie aériennes (feuilles et tiges) a été
réalisée selon la méthode décrite par (Bohui et al., 2019). Une prise d’essai de 5g de poudre
de la marjolaine a été introduite dans un ballon contenant 200 ml d’eau distillée. L’ensemble
a été maintenu sous agitation magnétique pendant 10 minutes et a été laissé macérer a
température ambiante pendant 24 heures. Aprés filtration, le filtrat a été concentré a
I’évaporateur rotatif sous vide a 50°C. L’extrait a été ensuite mis a I’étuve & 37°C pendant 4
jours. Les poudres obtenues de la marjolaine ont été pesées puis conservées dans un flacon

stérile hermétiquement fermé.
3.3. Extraction par décoction

L’extraction a été faite par décoction sous reflux de 5g de poudre de la marjolaine mis en
contact avec 200 ml I’eau distillée. Le mélange est porté a 1’ébullition, a reflux, pendant 1
heure. Aprés filtration sur papier filtre, le filtrat obtenu a été évaporé a 1’aide d’un
évaporateur rotatif a 50°C. Les résidus de ce filtrat ont été séchés a 1’étuve pendant 4 jours a

37 °C pour obtenir les extraits secs.
4. Rendement d’extraction

Le rendement de trois modes d’extraction est calculé par la formule suivante :
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R (%) = (Me / M ech) X 100

Ou:
R (%) : rendement en %
Me : est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en g
M ech : la masse séche de 1’échantillon végétal en g
5. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un ensemble des tests qualitatifs basés sur des réactions de
coloration et de précipitation par des réactifs chimiques spécifiques réalisée sur des
extraits aqueux des feuilles et des tiges d’Origanum majorana. Ces tests nous permettent
d’avoir une idée sur la présence ou 1’absence de certains composés appartenant aux familles
des métabolites secondaires. Les molécules mises en évidence sont les polyphénols totaux (les
tanins galliques et catéchiques, les flavonoides, les coumarines, les quinones), les composés
azotés (Alcaloides), les composés terpéniques (saponines, terpénoides) (Bouchenak et al.,
2020).

5.1. Tanins

Nous avons introduit dans un tube a essai 1 ml d’extrait, puis nous avons ajouté 1

a 2 gouttes de solution de FeCl; diluée a 1%.

L’apparition d’une coloration verte foncée indique la présence des tanins catéchiques.

L’apparition d’une coloration bleue-verte indique la présence des tanins galliques.
5.2. Flavonoides

Dans un tube a essai, mettre 1ml d’extrait a tester, ajouter 1ml d’acide chlorhydrique (HCI) et
quelque coupeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose, rouge ou jaune révele

la présence des flavonoides.
5.3. Qinones libres

Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de I'extrait a analyser et ajouter 0,1 ml d’hydroxyde de
sodium (1% NaOH). Le changement de couleur en jaune, rouge ou violet indique la présence

de quinone libre.
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5.4. Terpénoides

A 1 ml de l'extrait & analyser dans le tube a essai, ajouter 0,4 ml de chloroforme et
0,6 ml d'acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et la couleur brune de la

phase mediane indique la présence des terpénoides.
5.5. Saponines

Test de mousse : Dans un tube a vise, introduire 15ml d’extraits et agité pendant quelque
secondes puis laissé au repos pendent 15minutes. Une hauteur de mousse persistante indique

la présence des saponines.
5.6. Alcaloides
Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et Wagner.

1ml de chaque extrait est divisé en deux volumes égaux .Un volume est traité par 0,5ml de
réactif Mayer, ’autre par 0,5ml de réactif de Wagner. L’apparition d’un précipité blanc ou

brun, respectivement, révele la présence d’alcaloides
6. Analyse quantitative des composés phénoliques
6.1. Dosages des polyphénols totaux
v Principe.

La teneur en polyphénols totaux dans les extraits aqueux de la marjolaine a été déterminée
par le réactif de «Folin-Ciocalteu» de couleur jaune, qui est un mélange de complexes
d’acide phosphotungstique(HsPW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo01,040). Le
principe de la méthode est fondé sur I’oxydation des composés phénoliques par le réactif «
Folin-Ciocalteu ». Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne—

tungsténe de couleur bleu qui absorbe a 760nm (Haddouchi et al., 2016).
v" Protocole

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon une méthode colorimétrique décrite par
Dewanto et al.,( 2002) .

Une prise de 100 pl de chaque extrait aqueux de la marjolaine (250pug/ml) est mélangée avec
2 ml d’une solution de carbonate de sodium a 2 % fraichement préparée. Apres incubation
pendant 5 minutes a température ambiante, 100 ul du réactif de Folin-Ciocalteu (2N) sont
ajoutés au mélange. L’ensemble est agité par un vortex et laisse incubé pendant 30 minutes a

I’obscurité et a température ambiante.
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La lecture est effectuée contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre a une longueur

d’onde a 760 nm.

Une gamme ¢étalon a base de 1’acide gallique est également préparée a des concentrations
allant de 50 a 500 pg/ ml. Les teneurs en polyphénols totaux des extraits sont alors exprimées

en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).
6.2. Dosages des flavonoides
v" Principe

La quantification des flavonoides a ¢été effectuée par une méthode basée sur 1’oxydation des
flavonoides par le nitrate de sodium (NaNO;) et chlorure d’aluminium (AlCl3). Ces réactifs,

entrainent la formation d’un complexe rose qui absorbe a 510nm (Belmokhtar, 2015).
v Protocole

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon une méthode colorimétrique décrite par

Zhishen et al., (1999) avec une légére modification.

Un volume de 250 ul d’extrait brut aqueux de la marjolaine (500ug/ml)  est mélangé avec
Iml d’eau distillée et 75ul d’une solution de nitrate de sodium NaNO; (15%). Apres
incubation pendant 6min a température ambiante, 75ul d’aluminium AlCl; (10%) est ajouteé.
Apres 6 minutes, 1ml d’hydroxyde est ajouté. Le volume total est complété a 2,5ml d’eau
distillée. Apres agitation et incubation pendant 15 minutes, 1’absorbance est mesurée au

spectrophotomeétre a 510nm contre un blanc.

Une gamme étalon a base de catéchine est également préparée a des concentrations allant de
50 a 500 ug/ml, permettront de tracer la courbe d’étalonnage. Les teneurs en flavonoides des
extraits sont alors exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme de 1’extrait sec
(mg EC/g ES)

7. Evaluation de Pactivité antiradicalaire par DPPH
7.1. Principe du test de DPPH

DPPH (2,2-Diphenyl-hydrazyl-1-picrylhydrazyl) est un radical azoté stable de couleur
violette dont I’intensité est mesurée a 517 nm. Il posseéde un électron non apparié sur un
atome du pont d’azote. En présence de composés antiradicalaires, le radical DPPH par
transfert hydrogéne, passe a la forme réduit en formant le 2,2-diphényl-1-

hydrazine (DPPH,H) de coloration jaune (Figure 12).Ce passage est accompagné une

%
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diminution de 1’absorbance qui peut exprimer le pourcentage de réduction de DPPH (Addab
et al., 2020).

violet DPPH DPPH.H Jaune

Figure 12 : Effet de réduction d’antioxydant (AH) par DPPH (Al-Kufaish et al 2020).
7.2. Protocole

Pratiguement, une solution de DPPH est préparée par solubilisation de 0,0025g de DPPH

dans 100 ml de méthanol. La conservation de la solution s’est faite a 1’abri de la lumiére.

50 pl des solutions d’extraits d’extrait bruts aqueux de la marjolaine a différente concentration
ont été ajoutés a 1950 ul DPPH.

Pour chaque concentration un blanc est préparé contenant 50 ul de chaque concentration

d’extrait et 1950 pl du méthanol.

Parallélement, un controle négatif est préparé en mélangeant 50 ul du méthanol avec 1950ul

de la solution méthanolique de DPPH.

La lecture de 1’absorbance est faite a 517nm aprés 30 min d’incubation a I’obscurité et a

température ambiante.

L’activité anti-radicalaire est déterminée selon 1’équation suivante (Dieng et al., 2017) :

PT =100(A0-A1)/A0

Avec:

PI: Pourcentage d’inhibition
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AQ : absorbance DPPH
A1 ; absorbance échantillon

La Clsp (concentration de I'échantillon nécessaire pour neutraliser 50% des radicaux libres) a
été déterminée a partir la courbe de régression logarithmique des pourcentages d’inhibition
en fonction des différentes concentrations de la marjolaine testé. La valeur de la Clsp permet
de déterminer I’extrait le plus efficace avec la valeur la plus faible en Clso. Elle est exprimée

en mg/ ml (3 répétitions pour chaque concentration).

L’acide ascorbique (vitamine C) est utilisé comme antioxydant de référence a été testé a des
concentrations de 25ul a 250ul caractérise par un forte activité antioxydants (Sene et al.,
2014).

8. Analyse statistique

Les différents dosages des composés phénoliques et les tests antiradicalaires ont été répétés

3fois et les résultats sont exprimés en moyennes + écart type.
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1. Le rendement d’extraction des extraits bruts

La préparation de 1’extrait aqueux a partir des parties aériennes d’Origanum majorana
a eté réalisée par les méthodes suivantes : macération, infusion et décoction. Cette méthode
permis d’obtenir le rendement en extrait sec. Les résultats sont résumés dans le tableau 04 et

figurel3.

Tableau 04 : Les poids des différents extraits.

Mode extraction Décoction Infusion Macération

Poids (g) 1,224 1,045 0,829

30

24,48

25 -~

20,9

16,585

M Rendement%

10 -~

décoction infusion macération

Figure 13 : Rendement des trois extraits de la plante Origanum majorana.

D’apreés les résultats obtenus, nous avons noté que la décoction a permis d’obtenir le meilleur
rendement avec une valeur de 24,48 %, ensuite 1’infusion avec un rendement de 20,9% et

enfin la macération avec 16,585%.
Une étude sur I’espece Origanum majorana réalisée par Deuschle et collaborateurs (2018),

montré que le rendement d’extraction par le solvants hydroéthanolique possede une valeur
de 13,53%. Ces résultats sont inférieurs a celui obtenus dans notre étude.
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2. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques qui ont été réalisés sur la poudre végétale d’Origanum majorana ont
permis de mettre en évidence la présence de certains groupes et 1’absence d’autres métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plantes. Les résultats sont récapitulés dans

le tableau suivant :

Tableau 05: Criblage phytochimique d’O. majorana

Tests phytochimiques Les résultats
Métabolites secondaires Reéactifs Macération  |Infusion Décoction
Mayer - - -
Alcaloides
Wagner - - -
Flavonoides Mg++ + + +
Tanins catéchiques FeClI3 1% + + +
Tanins galliques FeClI3 1% - - -
Terpénoides Chloroforme+H2S04 + + +
Quinones NaOH + + +
Saponines Test de mousse +(0,7mm) +(0,7mm) | +(0,9mm)

Les résultats expérimentaux de tests phytochimiques (tableau 05) ont montré la présence de
flavonoides, de tanins catéchiques, de saponines, de terpénoides et des quinones libres. Par

contre ces résultats ont montré 1’absence de tanins galliques et des alcaloides.

Ces résultats sont similaires a ceux publiés par Vasudeva et Goel (2015) et Tripathy et al.,
(2017) qui ont enregistré la présence et I’absence des mémes groupes chimiques dans la
plante étudiée. La présence de ces métabolites secondaires au niveau de plante explique
leur fort pouvoir thérapeutique. Par consequent, ces résultats justifient la large utilisation de
cette plante en médecine traditionnelle par la population locale. Les flavonoides, les saponines
et les tanins présentent des propriétés bénéfiques pour la santé notamment les propriétés

antioxydante et anti inflammatoires (Bouhaddouda et Labiod, 2016).
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3. Dosages des polyphénols totaux

La courbe d’étalonnage est ¢laborée par une solution standard de 1’acide gallique a des
concentrations différentes, cette courbe montre une linéarité de 1’absorbance de 1’acide

gallique en fonction des concentrations (Figure 14).

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 . . . . : .
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

y =1,9193x - 0,1225
RZ = 0,998

Absorbance a 760nm

Concentration d'acide gallique (mg/ml)

Figure 14 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Les quantités en polyphénols totaux (PPT) ont été rapportées en milligramme d'équivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES). Elles sont déterminées par
1’équation de type y =0,0019x -0,1225.

Les extraits aqueux de la marjolaine ont été analysés quantitativement par spectrophotometre,
pour leurs teneurs des polyphénols en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteau. Les

résultats sont regroupés dans figure 15.
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Teneur en PPT mg EAG/g ES
= = = = =
b s e Lh =N

~
—
1

Infusion Macération Décoction

Figure 15 : Taux des polyphénols totaux d’O.majorana.

Selon les résultats obtenus, nous avons enregistré que 1’extrait préparé par infusion présente la
teneur la plus élevée en polyphénols totaux (1,688+0,36 mg d’EAG/g ES), suivi par I’extrait
préparé par décoction (1,528+0,12 mg d’EAG/g ES), I’extrait préparé par macération
(1,508+0,4-mg d’EAG/g ES).

Ces résultats sont inférieurs a ceux rapporté par Ennaji et ses collaborateurs (2020), ou la
valeur moyenne de la teneur totale des polyphénols d’extrait hydroéthanolique d’Origanum
majorana été de I’ordre de 3,87+0,05mg d’EAG /g MS.

4. Dosage des flavonoides

Une gamme d’étalonnage a été préparée par une solution standard de la catéchine a des
concentrations différentes. La formule de la régression linéaire de cette courbe été :
y=1,8757x-0,047 avec un coefficient de corrélation R* égal & 0,992 (Figure 16).
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0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3

Absorbance a 510 nm

0,2

0,1
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R?=0,9922
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Concentration de la catéchine mg/ml

Figure 16: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.

Les quantités des flavonoides (FVT) ont été rapportées en milligramme d'équivalent de

catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g ES) et déterminé par 1’équation de la courbe

d’étalonnage.

Les résultats des dosages des flavonoides représentés dans la figure 17
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Figure 17 : Taux de flavonoides d’O.majorana.
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Selon les resultats présentés dans la figure 17, nous avons enregistré que 1’extrait prépare
par infusion présente la teneur la plus élevée en flavonoides (0,69+0,02 mg EC/g ES), suivi
par D’extrait préparé par décoction (0,622+0,04 mg EC/g ES), et I’extrait préparé par
maceration (0,298+0,04 mg EC/g ES).

Une étude sur la méme espece réalisée par Ennaji et collaborateurs (2020), a noté une
valeur moyenne de la teneur totale en flavonoides de I’extrait hydroéthanolique de I’ordre de

3,02+0,05 mg QE/G MS. Ces résultats sont supérieurs a celui obtenu dans notre étude.

Une autre étude realisée par Benchikha et ses collaborateurs (2013) ont montré que huile
essentielle de la partie aérienne de la marjolaine (10g) est caractérisée par sa richesse en
composés bioactifs : les valeurs moyennes de la teneur totale en polyphénols et en flavonoides
¢taient de I’ordre de 266,86 mg EAG/g et 194,78 mg EAG/qg, respectivement.

Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides varient qualitativement et
quantitativement d'une plante a une autre et d’une partie de plante a une autre. Cela peut étre
attribué a plusieurs facteurs agro-climatique (Dhull et al.,, 2016); la localisation
géographique ; la période de la récolte; la méthode d’extraction et solvants extraction de

substances actives utilisées dans chaque étude (Oukil et al., 2011).

5. Evaluation de Pactivité antioradicalaire par DPPH

Aprés 30 minutes d’incubation des extraits (a différente concentration) avec le radical libre
DPPH, la coloration violette du DPPH vire vers une coloration jaune dans les 03 extraits. Ce
changement de couleur est di a la réduction de DPPH, ce qui montre que les échantillons ont

un effet de piégeage du radical DPPH.

Les résultats obtenus lors du test de mesure de la réduction du radical DPPH des différents

extraits aqueux d’O. majorana sont représentés dans les figures suivantes :
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100 - y = 23,763In(x) + 97,094

R2 = 0,9866

9 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

% d'ihibition du DPPH

10

D T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

r

Concentration mg/ml

Figure 18 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d’extrait brut aqueux de la marjolaine préparé par décoction.
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Figure 19 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d’extrait brut aqueux de la marjolaine préparé par macération.
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Figure 20 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d’extrait brut aqueux de la marjolaine préparé par infusion.

o La comparaison des résultats sont effectuées avec un contréle positif utilisant I’acide

ascorbique (figure 21).
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Figure 21: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de 1’acide ascorbique.

D’aprés les résultats, nous avons noté que le pourcentage d’inhibition du radicale libre
augmente avec augmentation de la concentration des différents extrais aqueux d’Origanum
majorana, ce qui signifie que ces extrais ont une activité antiradicalaire trés importante.

Cette activité semble étre liée a la présence des composés phénoliques.
Détermination d’Clsg

L’Clsp est inversement proportionnel a la capacité¢ antioxydante d’un composé, parce qu’il
exprime la quantité d’antioxydants nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre
de 50%. Plus la valeur d’Clsg est petite, plus 1’activité d’un antioxydant est grande. Les
valeurs d’Clsg de I’extrait aqueux d’O.majorana et d’acide ascorbique, sont représentées dans

le tableau 08.

Tableau 08 : Valeurs d’Clsg des différents extraits bruts aqueux de la marjolaine et de 1’acide

ascorbique
CI150 (mg/ml)
Echantillons
Moyenne écart type

Acide ascorbique 0,0447+0,0005
Infusion 0,537+0,071
Décoction 0,147+0,006
Macération 0,818+0,092

D'aprés les valeurs obtenues, nous avons déduit que I'extrait préparé par décoction a présenté
I’activité antiradicalaire la plus forte (Clsp d’ordre de 0,1465 mg/ml) par rapport aux autres
extraits préparés par infusion et macération qui ont présenté des CI50 d’ordre de 0,537 et
0,8189 mg/ml, respectivement. Ces extraits ont présenté une difference significative en
comparaison avec le standard (acide ascorbique) qui représente une capacité antioxydants
(0,0447+0,0005 mg/ml).
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Une étude de I'activité antiradicalaire des parties aériennes d’Origanum compactum cultivées
dans la région de Zoumi en Nord du Maroc, réalisée par Bouyahya et al. (2017), a permis
d'estimé une Clsp est de 137,35 pg/ml en utilisant acétate d’éthyle comme solvant

d'extraction. Nos résultats d’extraits de décoction sont presque similaires a ces résultats.
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Conclusion

La présente étude a pour but d’évaluer qualitativement et quantitativement les substances

bioactives contenues dans les extraits bruts aqueux de la partie aérienne d’Origanum

majorana, préparés par infusion; macération ou décoction, récoltées dans la région de

Ghazaouet (Tlemcen), et de rechercher un éventuel pouvoir antiradicalaire de ces extraits.

A la lumiere des résultats obtenus, Nous avons conclu que :

v

v

L’extrait préparé par décoction a enregistré le meilleur rendement (24,48%) par
rapport aux autres extraits

Le screening phytochimique de la partie aérienne d’Origanum majorana a montré
essentiellement la présence des quinones, terpénoides, tanins catéchiques, flavonoides
et saponines.

L’analyse quantitative sur les polyphénols totaux nous a conduit & conclure que
I’espéce d’Origanum majorana contiennent une grande quantité de polyphénols
totaux ; L’extrait préparé par infusion a présenté le taux le plus élevé en polyphénols
Les différents extraits préparés ont une bonne activité antiradicalaire de piégeage du
radical DPPH. Par conséquent 1’extrait aqueux préparé par décoction a présenté
I'activité antiradicalaire la plus élevée avec Clsy 0,147+£0,006 mg/ml par rapport aux

autres extraits.

Il est connu que les antioxydants inhibent les radicaux libres, et sont efficaces pour prévenir

les pathologies liés au stress oxydants.

Il est souhaitable de compléter et d'approfondir ce travail par :

L’identification des molécules actives par HPLC

v L'étude in vivo de l'activité antioxydante (modele animale).

v

Détermination de la dose efficace minimale pour éviter les effets indésirables de la

plante.

Actuellement un des problemes de santé publique est représenté par les virus pour

lesquels, il serait intéressant d’explorer les activités antivirales des plantes.

@
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