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Introduction

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées en médecine traditionnelle depuis
des siécles. Environ 400 composés dérivés de plantes sont actuellement utilisés dans des

formulations de médicaments (M. Musthaba 2010).

La famille des Lamiacées, est I’'une des familles de plantes médicinales les plus utilisées
par les thérapeutes traditionnels, les especes de cette famille sont connues actives grace aux

composés bioactifs qu’elles renferment (Kechar et al., 2016).

L’ Algérie est un pays riche en especes médicinales et posséde une biodiversité végétale
immense dotée de pouvoirs thérapeutiques trés intéressants due grace a sa situation
géographique, sa variation climatique et de grandes ressources hydriques (Quezel et Santa
1962).

Aujourd’hui, le consommateur est devenu plus conscient et s’intéresse a 1’utilisation des
produits naturels issus de plantes médicinales, car ils ont prouvé un effet thérapeutique trés
important, et a I’inverse des produits synthétiques, ils ne présentent pas d’effets secondaires

(Bruneton 1999).

Parmi ces produits naturels, les huiles essentielles sont largement utilisées pour des
applications biologiques, médicinales et cosmétiques grace a leurs caractérisations par
diverses molécules volatiles, des composants aromatiques dérivés du phénol et des

composants aliphatiques (Bakkali, Averbeck et al., 2008).

L’objectif de notre travail est d’évaluer in vitro le pouvoir antioxydant et anti-
inflammatoire de I’huile essentielle d’Origanum vulgare L, appartenant a la famille des
Lamiacées. En effet, cette plante est largement utilisée en médecine traditionnelle, pour le

traitement de plusieurs maladies, grace a ces propriétes antioxydantes et anti-inflammatoires.

Notre travail est composé de deux parties, dans la premiére partie nous allons présenter le
stress oxydatif et 1’activité antioxydante, I’inflammation et le mécanisme anti-inflammatoire
ainsi qu’une présentation d’O. vulgare L et de la composition chimique de son huile
essentielle. Dans la deuxiéme partie nous allons procéder a I’extraction de I’huile essentielle
d’O. vulgare L et a I’étude de ses propriétés physico-chimiques, et ensuite nous passons a

I’étude « in vitro » des activités antioxydante et anti-inflammatoire de cette huile essentielle.
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Chapitre 1 : Stress oxydatif et activité antioxydante

1. Stress oxydatif
1.1. Radicaux libres
Les radicaux libres fréqguemment appelés espéces réactives d’oxygenes (ERO), sont des
especes chimiques possédant au moins un électron libre non apparié (électron célibataire)
instable, doté d’une forte énergie (Halliwell 1996), sur leur orbitale électronique externe
(Govindarajan et al., 2005). Les principaux radicaux libres présents dans les cellules
aérobies sont: l'oxygéne, les ions superoxydes, les radicaux hydroxyles, le peroxyde

d'hydrogene et les métaux de transition (HUbert et al., 2016).

Les radicaux libres sont des éléments trés réactifs, car leur électron a tendance a se ré-
apparier en déstabilisant ainsi d’autres molécules, qui vont devenir a leur tour des radicaux

libres en initiant une réaction en chaine (Dacosta 2003).

1.2. Origine des radicaux libres
Les radicaux peuvent se former par transfert mono-électronique ou par scission

homolytique de liaison covalente selon les réactions suivantes (Gardes-Albert et al., 2003) :

A" +B’ rupture homolytique — radicaux libres
A:B

A" +B  rupture hétérolytique —s ions

Il existe deux origines pour les radicaux libres :

» Origine endogéne : dans laguelle, les radicaux libres sont formés par divers mécanismes
physiologiques, au cours de métabolismes de I’oxygéne dans les mitochondries, lors de la
défense antibactérienne, les réactions inflammatoires (les cellules phagocytaires liberent
un anion superoxyde) et aussi au cours de la régulation des fonctions cellulaires létales
(apoptose) (Pincemail et al., 2002).

» Origine exogéne : Les espéces oxygénees réactives sont produites par différents agents
extérieurs (Favier 2003); les rayonnements UV, les radiations ionisantes, 1’ingestion
d’alcool, l'oxydation de I’acétaldéhyde, les particules inhalées (amiante, silice)

(Mohammedi 2006).
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1.3. Stress oxydatif et les radicaux libres

Dans les conditions normales, les radicaux libres sont produits en permanence et en faible
quantité et cette production corporelle est entierement vérifiée par des systemes de défense,
souvent adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents. Dans ce cas, on dit que la
balance antioxydants/pro-oxydants (ERO) est en équilibre, ce qui signifie un état redox
physiologique idéal (Garnier et al., 2005). Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydant ou par une surproduction énorme de radicaux libres, I'excés de ces derniers est
appelé «stress oxydant» (Favier 2003), ce qui indique I’incapacité pour 1’organisme a se

défendre contre 1’agression des ERO (Koechlin-Ramonatxo 2006).

L’apparition des dégats irréversibles cellulaires et tissulaires issus de I’accumulation des
ERO dans le corps et dans les cibles biologiques les plus fragiles sont les protéines, les lipides
et ’ADN (Smirnoff 2005), ce qui est en relation avec l'apparition des maladies neuro-
dégénératives telles que 1’ Alzheimer (Butterfield et Lauderback 2002), l'artériosclérose, le

diabéte, et le cancer (Gardner, 1997), les maladies cardiovasculaires (Teixeira et al., 2002).

2. Activité antioxydante
Le potentiel antioxydant des individus dépend des habitudes alimentaires, mode de vie, et

les caractéristiques génétiques ou environnementales dans lesquelles ils vivent (Diallo 2005).

2.1. Définition des antioxydants
Les antioxydants sont définis comme étant toute substance chimique qui réagit avec les

radicaux libres et les rend ainsi inoffensifs (Dupin et al., 1992).

Ce sont des composés capables de minimiser efficacement les rancissements, retarder la
peroxydation lipidique, inhiber directement a faible dose la production, limiter la propagation
et de détruire les ERO (Favier, 2003).

Les antioxydants peuvent étre d’origine synthétique ou naturelle (tableau n°l). Ces
derniers sont soit synthétisés par le processus du métabolisme dans le corps humain ou bien

ils sont d’origine exogene apportés par 1’alimentation (Misra et al., 2014).



Tableau n°1 : Les différents types des antioxydants.
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Les types des
antioxydants

Exemples

Références

Antioxydants
synthétiques

Butylhydroxyanisole (BHA),
butylhydroxytoluene (BHT),
gallate propylé (PG),

tétra-butylhydroquinone (TBHQ)

(Lin et Fung 1983)

Antioxydants
naturels

Béta- caroténe, albumine, ’acide
urique, les cestrogenes,
les polyamines, les flavonoides,
I’acide ascorbique, les composés
phénoliques, la vitamine E.

(Svoboda et Hampson 1999)

2.2. Mécanisme d’action des antioxydants

Les antioxydants sont classés en deux catégories, selon leur mode d’action (figure n°1) :

- Systeme de défense primaire : Comme la catalase et la peroxydase qui empéchent la

production d’ERO en limitant la phase d’initiation des réactions d’oxydation. Ils

agissent donc en prévention (Huang et al., 2005).

- Systeme de défense secondaire : Comme les polyphénols, qui sont capables de piéger

directement les radicaux oxydants en brisant la chaine radicalaire qui bloque les

réactions de propagation en formant des produits non radicalaires (Buettner 1993).

R. libres primaires

Antioxydants primaires

SOD
Catalase
Peroxydase

R. libres organiques

o

—< > ROO’

TSN oo

ROO’

Antioxydants organiques

Vitamine E/C
Glutathion
Polyphénol

Figure n°1 : Les systemes de défense contre les radicaux libres (Binov, 2001).
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Chapitre 2 : Inflammation et activité anti-inflammatoire

1. Définition de I’'inflammation
En 1794, le chirurgien Ecossais John Hunter écrivait que «I'inflammation en soi ne doit
pas étre considérée comme une maladie, mais comme une opération salutaire résultant

d'une violence ou d'une maladie» (Serhan et Savill 2005)

L'inflammation est définie comme une réponse de défense qui est déclenchée par des
agents pathogenes et des conditions telles qu'une infection et une Iésion tissulaire. Elle est
utilisée par les systémes immunitaires innés et adaptatifs pour I’élimination des intrus

pathogénes et pour la réparation du tissu Iésé (Medzhitov 2008 ; Ashley et al., 2012).

L’inflammation se manifeste par quatre signes cardinaux (la rougeur, ’cedéme, la
chaleur, la douleur) résultant d’une augmentation du flux sanguin, d’'une augmentation de la
perméabilité capillaire permettant aux compléments, aux anticorps et aux cytokines de
franchir la barriére endothéliale et de la migration des leucocytes vers le tissu Iésé pour une

réparation de la lésion (Yougbaré-Ziébrou et al., 2016).

2. Les différents types de la réponse inflammatoire

Décrypter les origines des maladies inflammatoires chroniques et auto-immunes a
commencé a susciter I'intérét des chercheurs afin de freiner I’inflammation (Feehan et Gilroy
2019).

L'inflammation est résolue par des voies necessaires pour éliminer les cellules
inflammatoires présentes dans les sites d'infection ou de lésion afin de restaurer la fonction
tissulaire, entrainant un ensemble complexe de médiateurs, des inducteurs, des capteurs et des
effecteurs, chaque composant détermine le type de la réponse inflammatoire (Medzhitov
2008 ; Feehan et Gilroy 2019).

On distingue deux types d’inflammation :

» Inflammation aigué : qui est souvent caractérisée par lI'afflux rapide de granulocytes
sanguins (des neutrophiles), suivis rapidement par les monocytes qui évoluent en
macrophages inflammatoires. L'inflammation est résolue si les granulocytes sont éliminés
et si la population de cellules mononuclées tissulaires (macrophages et lymphocytes)
revient aux normes de pré-inflammation (Serhan et Savill 2005).

» Inflammation chronique : en cas ou la réponse inflammatoire aigué n’arrive pas a

éliminer l'agent pathogéne, le processus inflammatoire persiste plus longtemps (pendant

5
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des mois et des années) et acquiert de nouvelles caractéristiques et devient chronique.
L'infiltrat de neutrophiles est remplacé par des macrophages, également par des cellules
LTc. Si l'effet combiné de ces cellules est toujours insuffisant, il s'ensuit un état
inflammatoire chronique, provoquant des maladies inflammatoires chroniques,

notamment le cancer et lI'auto-immunité (Medzhitov 2008 ; Kumar 2019).

3. Les inducteurs de Pinflammation

Les inducteurs de I’inflammation sont subdivisés en deux groupes :

v' Les inducteurs endogénes : ils sont produits généralement par des lésions tissulaires
aigués, la nécrose cellulaire, la dégradation de la matrice extracellulaire (Medzhitov
2008).

v’ Les inducteurs exogeénes : ils regroupent les inducteurs microbiens (facteurs de
virulence, les motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMPS)) et les inducteurs

non-microbiens (les allergénes, corps étrangers...) (Medzhitov 2008).

4. Le mécanisme de I’inflammation

L'activation d'une réponse inflammatoire est une nécessité obligatoire afin d’éradiquer les
menaces sur l'organisme hote (Feehan et Gilroy 2019). Cependant, l'activation du systeme
immunitaire (la présentation d’antigénes par les CPA, I’irritation des cellules, les cellules
nécrotiques ou les processus auto-immuns...) peut entrainer une réponse immunitaire et une
inflammation (Rasch et Algul 2014).

Le systeme immunitaire est distingué en un systeme immunitaire inné et un systeme
immunitaire adaptatif (Rasch et Algul 2014). Dont leurs composants cellulaires jouent un

réle primordial dans les mécanismes d'inflammation aigué et chronique (Kumar 2019).

L'initiation de l'inflammation est médiée par les cellules immunitaires résidentes via des
récepteurs de reconnaissance d'agents pathogenes (PRR) tels que les récepteurs de type Toll
(TLR), conduisant a la synthese de médiateurs solubles tels que les cytokines pro-
inflammatoires, qui activent les voies de signalisation pro-inflammatoires (Feehan et Gilroy
2019). Cette signalisation induit l'activation de cellules immunitaires supplémentaires. Les
granulocytes infiltrant produisent des radicaux cytotoxiques d'oxygene et d'azote pour
combattre les agents pathogénes (Rasch et Algul 2014). Les neutrophiles sont présents

principalement dans les tissus blessés et enflammés (Serhan et Savill 2005) qui vont éliminer

6
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les deébris tissulaires et les microorganismes suivant les mécanismes intracellulaires (la
production d’espéces réactives de ’oxygeéne (ERQ)), et/ou des mécanismes extracellulaires

(la libération de piéges extracellulaires de neutrophiles) (Feehan et Gilroy 2019).

5. Traitement de ’inflammation
Deux classes de médicaments anti-inflammatoires sont généralement prescrites pour

traiter I'inflammation :

> Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) également appelés les glucocorticoides,
nommeés ainsi en raison de leur effet sur le métabolisme du glucose, est di a I’activation
des récepteurs stéroidiens intracellulaires pratiquement ubiquitaires (Henzen 2003). Cet
anti-inflammatoire stéroidien se lie aux éléments de réponse des glucocorticoides (GRE)
formant le complexe glucocorticoide-récepteur, ensuite se lie sur les parties promotrices
des génes sensibles aux glucocorticoides ce qui entraine la transcription des genes codant
pour des protéines anti-inflammatoires, et I’inhibition de l'expression de plusieurs génes
inflammatoires (Barnes 1998).

» Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) sont largement prescrits a travers le
monde, d’aprés les travaux de Sandilands and Bateman (2016) ils appartiennent a

différents groupes chimiques :

- Les oxicams : méloxicam, piroxicam, ténoxicam.

- Les dérivés de I'acide phénylpropionique : le fenbufene, I'ibuproféne, le naproxéne,
I'acide tiaprofénique, I'acide meéfénamique.

- Les coxibs : sont des agents sélectifs de la cyclooxygénase-2 (COX-2) (par exemple :
le célécoxib, I'étoricoxib).

- L'acide méfénamique : est fréquemment prescrit pour la dysménorrhée.

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens agissent en inhibant la cyclo-oxygénase (COX),
qui sont responsables de la synthése des prostaglandines impliquées dans les processus
physiologiques normaux (Sandilands et Bateman 2016). Ces meédicaments sont
principalement utilisés pour le soulagement symptomatique de la douleur, que ce soit

traumatique, infectieuse, épisodique ou rhumatologique (Moore et al., 2019).

L’efficacité¢ de ces anti-inflammatoires chimiques (les AINS et les AIS), n’est pas
exempte de toxicité ou d’effets secondaires, qui peuvent se produire suite a un surdosage ou
une utilisation prolongée (Sandilands et Bateman 2016). Pour cela, les chercheurs travaillent

pour découvrir de nouveaux anti-inflammatoires plus efficaces, et avec moins d’effets
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secondaires, les plantes médicinales représentent une source prometteuse, vu leur richesse en

métabolites secondaires anti-inflammatoires.
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Chapitre 3 : Origanum vulgare L
1. Description botanique

Le genre Origanum est une plante aromatique herbacée vivace appartenant a la famille
des Lamiacées. C’est une plante indigéne de la Méditerranée, de I’Euro-Sibérie, de I’ Afrique
du Nord et de nombreux autres pays asiatiques a températures modérées, ou elles poussent sur
des terrains montagneux ou ouverts (N. Aligiannis 2001). Cependant, le terme origan
provient de deux mots grecs « oros » et « genos », ¢’est-a-dire « éclat des montagnes » (Jean
Dubois 2006).

L’origan est un sous arbrisseau vivace de la classe des dicotylédones qui mesure de 30 a
80 cm de haut, aux feuillages et aux fleurs odorantes quand on les froisse. Il est ainsi
reconnaissable a son odeur et a sa saveur phénolée, épicée et chaude. (Teuscher Eberhard
2004).

2. La systématique d’Origanum vulgare L (Guignard 1996)

Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement ~ Angiospermes
Classe Dicotylédones
sous-classe Gamopétales
Série Superovariées tétra-

cycliques
Super ordre Tubiflorales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae

Figure n°2 : Origanum vulgare L (photo

Genre Origanum originale).
Espeéce Origanum vulgare
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3. La composition chimique de I’huile essentielle d’O. vulgare L

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants qui
appartiennent a deux séries distinctes : la série terpénique et la série des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane (Figueredo 2012).

Plus d’une centaine de composés ont été identifiés dans 1’0. vulgare L, ce qui représente
92.4% de la composition de son huile essentielle. C’est une huile riche en hydrocarbures
monoterpéniques, on retrouve également quelques monoterpénes et des sesquiterpenes
(Caillaud 2013) (figure n°3 et n°4). Une grande variabilité de la composition en huile
essentielle existe en fonction de la localisation géographique de la plante.

1. Terpeéenes
-Sesquiterpeéenes
*Carbure *Alcool
A‘/\/IWOH - - J
= ’Hjll:}f, “oa
Farnesol Caryophyllene
-Monoterpeéenes
*Carbure monocyclique *Carbure bicyclique
HzCR ‘
Cymeéne Sabinéne Alpha-pinéne Bétapinene
*Alcool acyclique *Phénol
M = o o l/]ﬁ
OH |
' e
— T
Citronellol Géraniol Carvacrol Thymol

Figure n°3 : Les composés de I’huile essentielle d’O.vulgare L (les terpénes) (Bakkali et
al., 2008).
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2. Composés aromatiques

=

CH;

U M " -(DA/\'O“ . —®—°“ [IT;] oo,

OH

Cinnamaldehvyde Cinnamyvl alcool Chavicol Eugénol

3. Terpenoides

/ - .

OoOH

AN

Ascaridole Menthol

Figure n°4 : Les composés de I’huile essentielle d’O.vulgare L (composés aromatiques
et terpenoides) (Bakkali et al., 2008).

4. Activité biologique de I’huile essentielle d’O. vulgare L

L’O. wvulgare L communément appelé « zaater » en Algeérie, est une plante
essentiellement médicinale qui jouit une grande ferveur populaire (Baba Aissa, 1990), c’est
une panacée, employée en infusions dans le traitement des dysenteries, des colites, des
affections gastro-intestinales, de I’acidité gastrique et des affections broncho-pulmonaires.
L 0. vulgare L s’aveére aussi efficace contre les rhumes, les grippes, les affections O.R.L, les
bronchites, et les affections de la bouche (aphtes et gingivites) (Bellakhdar 1997). En cuisine,
I’0. vulgare L est utilisé comme épices, aromates et condiments, et est également une des

herbes culinaires au marché le plus important (Goust 1999).

L’huile essentielle de 1’origan constitue un produit qui voit différentes utilisations
industrielles, en alimentation, en parfumerie, en pharmacie et en aromathérapie (Bellakhdar
1997).

Plusieurs travaux ont été réalisés sur ’huile essentielle d’O. vulgare L et différentes
activités biologiques ont été prouvées, I’activité anti-oxydante et qui est attribuée aux
composés phénoliques principalement le thymol et le carvacrol (Caillaud 2013), ainsi que
I’activité anti-inflammatoire qui est due par les terpénoides (Soltani 2016), de méme, une
haute teneur en carvacrol induit des effets antiprolifératifs et inhibe de maniere significative

plusieurs biomarqueurs inflammatoires (Han et Parker 2017).
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L’activité antimicrobienne est donc principalement due a la présence d’huile essentielle
de ces composés phénoliques (carvacrol et ou thymol), de  méme la position relative du
groupe hydroxyle au sein de la structure phénolique peut contribuer aux pouvoirs
antibactériens des composants de I’huile essentielle. Les espéces a thymol sont en effet un peu

plus sensibles que celle a carvacrol (Kintzios 2002).

L’activité anti-oxydante des huiles essentielles est 1'une des caractéristiques biologiques
de grand intérét, elles sont attribuées a certains alcools, éthers, cétones, aldéhydes
monoterpéniques et quelques monoterpénes (Edris 2007).

Juki¢ et Milo§ (2005) ont montré dans une recherche portant sur I’huile essentielle
d’Origanum vulgare L que les chémotypes phénoliques (thymol et carvacrol) et non
phénoliques (linalool) sont capables de reduire le radical de DPPH, avec un effet plus élevé
enregistré pour les chémotypes phénoliques. Les phénols et les polyphénols qui sont
responsables de pouvoir antioxydant de ces huiles sont développés comme substitut dans la

conservation alimentaire (Diallo 2005).

12



Matériels et méthodes

1. Extraction de I’huile essentielle

1.1. Matériel végétal

L ’Origanum vulgare L a été collectée en mars 2019 dans la région de Benisaf wilaya
d’Ain Témouchent, et a été identifiée par M" Amara Mohamed (Maitre de conférences au
CUBBAT). Les parties aériennes de la plante ont été séchées a 1’ombre et a I’abri de

I’humidité, pour €tre utilisées dans 1’extraction de leurs huiles essentielles.

Figure n°5 : Aspect d’O. vulgare L a I’état frais (A) et a I’état sec (B) (photos originales).

1.2. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation

» Principe

Hydrodistillation consiste a immerger le matériel végétal dans un bain d’eau. L’ensemble
est porté a ebullition, la chaleur provoque I’éclatement et la libération des molécules volatiles
contenues dans les cellules végétales. Le mélange volatil est ensuite refroidi, condensé puis

séparé en une phase aqueuse et une phase organique qui constitue I’huile essentielle

(Tremblin 2016).

» Mode opératoire

Dans la figure n°6, est illustré le schéma de 1’appareillage utilisé pour I’obtention de
I’huile essentielle d’O. vulgare L par hydrodistillation, les étapes suivies sont :
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- Introduire 50 g de I’échantillon dans un ballon en verre de 1 litre.

- Ajouter une quantité suffisante d’eau distillée (sans pour autant remplir le ballon pour
éviter les débordements de I’ébullition).

- Porter a ébullition a I’aide de chauffe ballon pendant 2h, les huiles qui s’évaporent
sont ainsi récupérée par condensation en contact avec la surface froide du réfrigérant.

- Par la suite, ’huile essentielle est séparée par décantation puis récupérée dans des
flacons opaques bien scellés, et enfin conservée a température basse (4-5 C°).

- Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage de matiére seche est calculé par la

formule suivante :

P
R=—=.100
PY

R : rendement exprimé en pourcentage %(g/g)
Px : poids de I’huile en g.
Py : poids de la plante en g.

Figure n°6 : Montage utilisé dans 1’extraction par hydrodistillation de I’huile essentielle

d’O.vulgare L (photo originale).
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2. Détermination des indices physicochimiques de I’huile essentielle d’O.vulgare L
Les différents caractéres organoleptiques ont été¢ notés de I’huile essentielle : aspect,

couleur, odeur.

2.1. La densité relative a 20 °C
» Principe

La densité relative d une huile essentielle est le rapport de sa masse volumique a la masse

volumique de I’eau a la méme température (Baser et Buchbauer 2015).

» Mode opératoire
- A l’aide d’une balance, peser un certain volume de I’huile essentielle, noter le poids
correspondant a ce volume. Faire la méme chose pour I’eau (le volume de I’eau doit étre
¢gal a celui de I’huile).
- Calculer le rapport p = ? pour I'huile et pour I’eau.

- Mesurer la densité de I’huile essentielle en calculant le ratio pHe/peau.
2.2. L'indice de réfraction
» Principe

Indice de réfraction est représenté par le rapport du sinus de I’angle d’incidence (i) au
sinus de I’angle de réfraction (e) d’un faisceau lumineux passant d’un milieu moins dense a

un milieu plus dense, comme de ’air a I’huile essentielle (Baser et Buchbauer 2015).

sin; N
sin, n
N : indice de réfraction du milieu le plus dense.

n : indice de réfraction du milieu le moins dense.

» Mode opératoire

Pour le mesurer on a utiliseé un réfractometre Abbe AR3/AR4 (KRUSS, A.KRUSS
OPTRONIC, Germany), en suivant les étapes suivantes :
- Quelques gouttes d’eau distillée sont appliquées sur le prisme a l'aide d'une pipette, &
la stabilisation de la température, le zéro de I’appareil est réglé ainsi a 1,3330nD.
- Dans un deuxiéme temps, une petite quantité d'échantillon de I’huile est appliquée sur

le prisme a l'aide d'une pipette, I’indice de réfraction est lu directement sur I’écran.
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3. Etude in vitro de I’activité biologique de I’huile essentielle d’O. vulgare L
3.1. Evaluation de P’activité antioxydante

» Principe

L’activité anti-radicalaire de I’huile essenticlle de I’O. vulgare L a été évaluée, in vitro,
par le test de DPPH, selon la méthode décrite par Molyneux (2004). Le réactif est le radical
DPPH® (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette qui vire au jaune, quand il est
réduit par les especes anti-oxydantes(AH) présentes dans le milieu réactionnel. L’intensité de

la coloration est mesurée a 517nm (Molyneux 2004).

DPPH® + AH — DPPH-H + A®
(violet) (jaune)

» Mode opératoire
Les tableaux n°2 et n°3 résument le mode operatoire et les différentes etapes suivies pour

la détermination de D’activité antioxydante de I’huile essentielle et de I’acide ascorbique
utilisé comme un controle positif.

-2ml de I’huile essentielle d’O. vulgare L, ou de 1’acide ascorbique préparés a

différentes concentrations, sont additionnés de 2ml de solution éthanolique de DPPH a

2.5%.

- Le mélange est bien agite, et laissé incuber a température ambiante pendant 30 min.

- La lecture de I’absorbance est réalisée a 517nm, par un spectrophotometre UV/Vis

(Multi-cell changer 6715UV/Vis JENWAY).

- Les résultats obtenus pour I’huile testée ont été comparés par rapport a ceux obtenus

pour I’acide ascorbique pris comme antioxydant de référence.

Tableau n°2 : Mode opératoire de 1’évaluation de Dactivité antioxydante de I’huile

essentielle d’O.vulgare L.

Concentration de I’huile
) 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000
essentielle (ug/ml)

Volume de I’huile essentielle
(ml)
Volume du DPPH 2,5% (ml) | 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Incubation pendant 30min
Lecture de la DO 517nm
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Tableau n°3: Mode opératoire de 1’évaluation de D’activité antioxydante de I’acide

ascorbique.

Concentration de ’acide ascorbique
112(3[4|5/6]7|8|9]|10
(ng/ml)
Volume de ’acide ascorbique (ml) 2(2|2|2|2|2|2|2|2]| 2
Volume du DPPH 2,5% (ml) 2121222 |2|2|2|2]| 2

Incubation pendant 30 min
Lecture de la DO 517nm

-La concentration qui provoque la réduction de 50% du DPPH, appelée la
concentration Inhibitrice a 50% (ICsp), est calculée pour I’huile essentielle et 1’acide
ascorbique par I’équation suivante (Molyneux 2004):

e Abs controle — Abs échantillon
% d'inhibition = Abs control x 100

(Abs : absorbance).

3.2. Evaluation de I’activité anti-hémolytique

» Principe

Activité anti-inflammatoire de ’huile essenticlle peut étre étudiée in vitro par 1’utilisation
des membranes des érythrocytes qui représentent des similitudes avec d’autres membranes
cellulaires notamment des lysosomes, I’effetsur la stabilisation de la membrane
érythrocytaire pourrait étre extrapolé a la stabilisation de la membrane lysosomale (Shobana
et Vidhya 2016). Dans notre étude, nous avons utilisé deux tests, un test de stabilité par la
chaleur et un test d’hémolyse, en se basant sur la methode suivie par Shinde et ces
collaborateurs (Shinde et al., 1999).

» Mode opératoire

a. Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang a été prélevé d’un volontaire sain (Femme/ 24 ans) qui n’a pas pris des
medicaments anti-inflammatoires pendant 15 jours avant le prélévement. L’obtention des

globules rouges du sang total a été effectuée comme suit :
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- Le sang total est centrifugé pendant 10 min a 3000 rpm.
-Le culot ainsi récupéré, est lavé trois fois avec une solution de Nacl (0,9%), et
reconstitué dans une solution tampon iso-saline (pH=7.4), a 40% (V/v).

b. Test de la stabilisation membranaire par la chaleur

Le tableau n°4, résume les différentes étapes utilisées dans le test de stabilisation
membranaire par la chaleur. Deux séries de tubes ont été utilisés pour ce test, une est incubée
a 54°C et ’autre a 0° C, pendant 20min. Chaque tube contient 0.5 ml de 1’huile essentielle
d’O. vulgare L a 50,100 et 200pg/ml, additionnée d’une solution tampon phosphate (pH=7.4),
et de 30ul de la suspension érythrocytaire a 40%. Apreés incubation des tubes et récupération
des surnageant, I’absorbance est mesurée a 540nm. En parallele, 1’acide salicylique
(500pg/ml) a été utilisé comme un contréle positif. Un tube contenant de 1’éthanol a été utilisé

comme un contrdle négatif.

Tableau n°4 : Mode opératoire du test de la stabilisation membranaire par la chaleur.

Concentrations de I’huile essentielle (ng/ml) - 50 100 | 200 -
Acide salicylique (pg/ml) - - - - 500
Volumes (ml) - 05 | 05 0.5 0.5
Ethanol (ml) 05| 05| 05 0.5 0.5
Solution tampon phosphate (pH=7.4) 45 | 45 | 45 4.5 4.5
Volume de la suspension érythrocytaire 40% (ul) 30 30 30 30 30

Chaque tube est préparé en deux exemplaires ; un est incubé a 54° dans un bain Marie

et 'autre a 0°, pendant 20min.

Centrifugation 3min a 1300g

Récupération du surnageant et lecture de I’absorbance a540nm.

» Calcul du pourcentage d’inhibition
- Le pourcentage d’inhibition ou d’accélération de I’hémolyse, est calculé par I’équation

suivante :

D02 - DO1

. . e ) 4 — X _——
pourcentage inhibition de I'hémolyse = 100 X (1 D02’ — DOl’)

DOL1 : Echantillon &4 0°C DO2 : Echantillon & 54°c.
DOL1’ : Controle négative a 0°c.  DO2’ : Controle négatif a 54°c.
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C. Test d’hémolyse

Le tableau n°5, résume le mode opératoire utilisé dans le test d’hémolyse. Deux séries de
tubes ont été utilisées, et traitées par une solution tampon phosphate isotonique (pH=7.4) et
I’autre par une solution tampon hypotonique (pH=7.4). Chaque tube contient 0.5 ml de I’huile
essentielle d’O.vulgare L a 50,100 et 200ug/ml, additionnée d’une solution tampon phosphate
isotonique ou hypotonique (pH=7.4), et de 30ul de la suspension érythrocytaire a 40%. Apres
incubation des tubes et récupération des surnageant, I’absorbance est mesurée a 540nm. En
paralléle, I’acide salicylique (500ug/ml) a été utilisé comme un contrdle positif. Un tube

contenant de I’é¢thanol a été utilis€ comme un contrdle négatif.

Tableau n°5 : Mode opératoire du test d’hémolyse.

Concentrations de I’huile essentielle (ug/ml) - 50 100 200 -
Acide salicylique (ug/ml) - - - - 500
Volumes (ml) - 0.5 0.5 0.5 0.5
Ethanol (ml) 05 | 05 0.5 0.5 0.5

Chaque tube est préparé en deux séries, une est additionnée d’une solution tampon phosphate

hypotonique (pH=7,4) et ’autre d’une solution tampon isotonique (pH=7.4)

Volume de la suspension érythrocytaire 40% (ul) | 30 30 30 30 30

Incubation a la température ambiante pendant 10min

Centrifugation 3min a 1300g

Récupération du surnageant et lecture de 1’absorbance a540nm.

» Calcul du pourcentage d’inhibition
- Le pourcentage d’inhibition ou d’accélération de I’hémolyse, est calculé par I’équation

suivante :

D02 - DO1

pourcentage inhibition de I'hémolyse = 100 x (1 — D02 —DOT’ DOl')

DO1 : Echantillon traité par la solution isotonique.
DO2 : Echantillon traité par la solution hypotonique.
DO1’ : Contrdle négative traité par la solution isotonique.

DO?2’ : Controle négatif traité par la solution hypotonique.
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1. Huile essentielle d’O. vulgare L
1.1. Le rendement en huile essentielle

L’espece d’Origanum vulgare L, récoltée au niveau de la Wilaya d’Ain Témouchent,
contient 3.2% (g/g de plante séche) de I’huile essentielle, obtenue par hydrodistillation apres
1.5h d’extraction. Des études réalisées sur la méme espéce, ont montré des rendements plus
faibles que le notre, 2.21% (g/g) pour I'O. vulgare L de la wilaya de Bejaia (Amrane 2017),
et 1.66%(g/g) de celui de la Wilaya de Mostaganem (Kherroub 2018). Dans une autre étude,
réalisée sur I’O.vulgare L d’Tran ce rendement n’était que de 0,5% (Vazirian et al., 2014).

Le rendement d’une huile essentielle obtenu a partir de la méme espece, peut étre
différent et dépend de plusieurs facteurs tels que la zone géographique et les conditions
climatiques ou pousse la plante, de plus le moment de la cueillette et la méthode d’extraction

jouent aussi un role important (Bessombes,2008).

1.2. Indice physico-chimiques de I’huile essentielle

> Les propriétés organoleptiques

Les huiles essentielles, sont responsables des senteurs émises par les plantes aromatiques,
elles sont tres utilisées dans I’industrie de la cosmétique et de la parfumerie ainsi que dans
I’aromathérapie, leur propriétés organoleptiques, peuvent étre un indice de leur qualité, dans
le tableau n°6, sont indiqués les propriétés organoleptiques de I’huile essentielle d’O. vulgare

L et comparés avec les normes standards donnée par I’AFNOR (Aromathéque 2017).

Tableau n°6 : Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle d’O. vulgare L.

Propriétés

organoleptiques

L’huile essentielle

d’O.vulgare L

Norme (AFNOR)
(Aromathéque, 2017)

Liquide, mobile et

Liquide, mobile et

Aspect o o
limpide limpide
) Presque incolore a
Couleur Jaune foncé )
jaune pale
caractéristique
Odeur Epicé fraiche, plus ou

moins mentholée
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» La densité

La densité est une caractéristique de chaque huile essentielle (Baser et Buchbauer
2010), la densité de I’huile essentielle d’O.vulgare L est de 0.909, et elle est généralement
comprise entre 0.880 et 0.980 (Aromathéque 2017),

> L’indice de réfraction

L’objectif de la mesure de I’indice de réfraction est de déterminer la pureté d’une huile
essentielle, la présence d’imputées méme a faible quantit¢é modifiée considérablement cet
indice (Bernard et al., 2014). L’O. vulgare L a un indice de réfraction de 1.499, qui est dans
I’intervalle donné par les normes AFNOR (Aromathéque 2017).

2. Les activités biologiques d’O.vulgare L
2.1. L’activite antioxydante (in vitro)

Les résultats de I’activité anti-oxydante d’huile essentielle d’O.vulgare L et de ’acide
ascorbique, exprimes en pourcentage d’inhibition ainsi que les valeurs d’IC50, calculées sont
présentées dans le tableau n°7.

Tableau n°7: Activité antioxydante d’O. vulgare L, exprimée en pourcentage

d’inhibition et en ICsp.

La concentration L’activité antioxydante I1Cs
pg/ml (%d’inhibition) (ug/mi)
1 29.83
A. Ascorbique 4 72.34 2.34
10 90.39
100 9.86
L’huile
400 39.98
essentielle 468.55
700 68.96
d’O.vulgare L
1000 81.57

Les résultats obtenus illustrent I’efficacité de I’huile essentielle d’O. vulgare L a piéger le
radical DPPH. La concentration inhibitrice a 50% est de 468.55ug/ml, et elle est supérieure a
celle de I’antioxydant naturel, I’acide ascorbique qui est de 2.34pg/ml. Cela veut dire que

I’huile essentielle d’O. vulgare L possede une activité anti-oxydante moins importante que
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celle de I’acide ascorbique. Les graphes suivants représentent le piégeage du DPPH par

’acide ascorbique (figure n°7) et par I’huile essentielle d’O. vulgare L (figure n°8).
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Figure n°7 : Piégeage du DPPH par I’acide ascorbique.
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Figure n°8 : Piégeage du DPPH par I’huile essentielle d’O. vulgare L.

Des études réalisées sur I’huile essentielle d’O. vulgare L, montrent des 1Cso plus

importantes que celle calculée dans notre étude, 890 pg/ml pour I’espéce de I'Anatolie

orientale en Turquie (Sahin et al., 2004), ce résultat indique ainsi un pouvoir réducteur du

DPPH relativement faible par rapport a celui de notre plante, ainsi que le test réalisé par

Bernaoui.Louetri (2018.) qui a donné un résultat d’une IC50 =1300 pg/ml, par contre une
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activité antioxydante plus grande a été trouvée dans le travail d’Ounaissia (2015) caractérisée

par une 1Csp de seulement 21.33ug/ml.

Il a été montré, que I’activité antioxydante de I’huile essentielle d’O. vulgare L est liée a
leurs composés chimiques volatils libres, notamment le carvacrol et le thymol (Radonic et
Milos 2003). Ces composés phénoliques ont un fort pouvoir antiradicalaire, di a leurs
propriétés redox, qui leur permettent d’agir en tant qu'agents réducteurs, donneurs

d'hydrogene et agents d'extinction de lI'oxygéne singulet (Parejo et al., 2002).

2.2. L’activité anti-inflammatoire (in vitro)

Pour tester I’activité anti-inflammatoire de 1’huile essentielle d’O. vulgare L, nous avons
traité les globules rouges par la chaleur et par une solution hypotonique, les deux procedés
provoquent I’hémolyse, la présence de molécules anti-hémolytiques peut prévenir cette
hémolyse. L’acide salicylique est utilis¢é comme un anti-inflammatoire de référence. Les

résultats sont montrés dans le tableau n°8.

Tableau n°8: Effet de I’huile essentielle d’O. vulgare L, contre I’hémolyse des

membranes érythrocytaires, induite dans la chaleur et dans la solution hypotonique.

Inhibition de ’hémolyse (%)
Traitement Concentrations (ug/ml) Solution
Chaleur _

hypotonique
50 64.43£13.04 28,42+0.47

L’huile essentielle
100 33.08+17.11 36.63£13.10

d’O. vulgare L

200 22.331£5.34 64.60£28.60
Acide salicylique 500 63.11+5.47 51.83+6.54

D’apreés les résultats de 1’activité anti-inflammatoire induite dans la chaleur, I’huile
essentielle d’O.vulgare L présente un pourcentage d’inhibition de I’hémolyse égal a
64.43£13.04% & une concentration de 50ug/ml, cet effet est similaire & celui de I’acide
salicylique utilisé a 500 pg/ml. D'autre part on a observé qu’aux concentrations en huile
essentielle de 100 et 200ug/ml, le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est de
33.08+17.11% et 22.33+5.34% respectivement, et il est ainsi plus bas que celui observé a la

concentration de 50 pg/ml.
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D’autres part, le méme résultat a été obtenu avec une étude réalise avec 1’0O. vulgare L et
qui @ montré que ’effet hémolytique est proportionnellement 1ié avec la concentration de

I’huile essentielle (Amrane 2017).

Il a été démontré que le pouvoir anti-hémolytique d’O. vulgare L peut étre inversement
lié & la concentration en huile essentielle ceci a été expliqué par la présence du thymol et du
carvacrol, qui, a forte concentration, interagissent avec les acides gras polyinsaturés
provoguant une perturbation de la membrane cellulaire des globules rouges (Di Pasqua et al.,
2007). De plus, le thymol est bien connu pour son effet toxique & forte concentration
(Bullangpoti et al., 2018).

Pour la deuxieme expérience, dans laquelle des globules rouges ont été traitées dans une
solution hypotonique, en presence de differentes concentrations en huile essentielle, on a
observé que le pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse est proportionnellement lié avec la
concentration, on a trouve 28,42+0.47%, 36.63+13.10% et 64.60£28.60% aux concentrations
de 50ug/ml, 100pug/ml et 200ug/ml respectivement.

Plusieurs mécanismes d’action de I’activité anti-hémolytique de I’huile essentielle d’O.
vulgare L, ont été proposé, comme I’inhibition de la peroxydation des lipides (Jamuna et al.,
2017), la modification de I’afflux de calcium dans les érythrocytes (Shinde et al., 1999) et la
dissipation de la force proton-motrice induite par I’inhibition de I’ATPase (Gill et Holley
2006).
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Conclusion et perspectives

Le présent travail a pour but d’établir une contribution a la valorisation de la plante
d'Origanum vulgare L qui est trés utilisée en médecine traditionnelle algérienne pour ses
propriétés thérapeutiques en établissant une relation entre ses compositions chimiques et ses
activités biologiques.

Nous avons étudié la plante d’O. vulgare L, dans un premier temps, nous avons procédé a

I’extraction de I’huile essentielle de la partie aérienne, et qui a fourni un rendement important.

L’évaluation de ses activités biologiques a prouvé que I’huile essentielle d’O. vulgare L
possede un pouvoir anti-radicalaire contre le DPPH tres puissant, ainsi qu’une activité anti-

hémolytique élevée a été marquée avec une faible concentration de I’huile essentielle.

En perspective, il serait nécessaire de signaler la partie aérienne d’O.vulgare L comme
¢tant une bonne source d’huile essentielle. Ce modeste travail n’est qu’une €bauche qui
s’inscrit dans le cadre de la recherche de nouvelles substances d'origine naturelle
biologiquement active. Il est donc intéressant de poursuivre ces travaux en mettant en valeur
I’action synergique et I’efficacité de 1’huile essentielle d’O. vulgare L dans les luttes contre

I’inflammation et toutes especes oxydantes.
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Résumé

L’étude a été congue pour évaluer in vitro l'activité anti-oxydante et anti-inflammatoire de ’huile
essentielle d’Origanum vulgare L appartenant a la famille des lamiacées.

L’activité anti-oxydante a €té réalisée par le piégeage du radical libre le DPPH (2,2 diphenyl-1-
picrylhydrazyl), indique que I’huile essentielle d’O.vulgare L a un pouvoir anti-radicalaire
tres important. D’autre part, un test anti-inflammatoire a été réalisé par le protocole de la
stabilisation de la membrane des globules rouges, et qui a montré que I’huile essentielle
possede une activité anti-inflammatoire tres puissante similaire a celle de ’acide salicylique qui est
un anti-inflammatoire de référence.

Mots-clés : Origanum vulgare L, huile essentielle, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire.

Summary

The study was designed to evaluate in vitro the anti-oxidant and anti-inflammatory
activity of Origanum vulgare L essential oil belonging to the family of Lamiaceae.

The antioxidant activity was carried out by trapping the free radical DPPH (2,2
diphenyl-1-picrylhydrazyl), indicates that the essential oil of O.vulgare L has a very important
anti-radical power. In addition, an anti-inflammatory test was carried out by the protocol of
the stabilization of the red blood cell membrane, which showed that the essential oil has an
important anti-inflammatory activity similar to that of salicylic acid, which is a reference

molecule.

Keywords: Origanum vulgare L, essential oil, antioxidant activity, anti-inflammatory
activity.
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