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Introduction

Depuis toujours, les Hommes ont utilisé leur environnement et en particulier les plantes
pour se soigner. On estime que deux tiers des médicaments actuels ont une origine naturelle
(Newmann et al, 2007). Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts
multiples mis a profit dans les industries : alimentaires, cosmétiques, pharmaceutiques,
chimique. Parmi ces composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites
secondaires qui se sont surtout illustrés en thérapeutique (Bahorum, 1997).

Les métabolites secondaires que contiennent les plantes médicinales sont responsables de
leurs effets, il s’agit : des huiles essentielles, des alcaloides et des composés phénoliques
(Sacchetti, 2005). Ces composés peuvent posséder une capacité antioxydante, réductrice tres

importante (Lempidinen, 1992).

Ces dernicres années 1’attention s'est portée sur 1’activité antioxydante en raison du role
qu’elle joue dans la prévention des maladies chroniques telles que les pathologies du cceur, le
cancer, le diabéte, I’hypertension, et la maladie d’Alzheimer en combattant le stress oxydant

(Cole et al., 2005 ; Liu, 2003 ; Riboli et Norat, 2003).

Dans des préparations pharmaceutiques, les terpenes, phénoliques, comme le thymol
et le carvacrol, sont souvent utilisés comme antiseptiques antibactériens et antifongiques.
Les huiles essentielles les plus ¢étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques appartiennent a la famille des Lamiacées (thym, origan

lavande, menthe). (BENAYACHE ,.2013)

Dans ce travail nous nous sommes fixés comme objectif I’etude de 1’activité antioxydante
des associations entre les HE de Mentha aquatica et Origanum vulgare et d’autres
associations entre les huiles précitées et des composés phénoliques extraits a partir d’autres

plantes et/ou le thymol et la vitamine E (Vit E) antioxydants de reference






Généralités
Une plante médicinale est une plante que ’on cultive ou que 1’on cueille dans son
milieu naturel pour ses propriétés médicinales. (BENAYAD, .2008)
L’étre humain utilise des plantes depuis des milliers d’années pour traiter divers maux, le
monde végétale est a 1’origine d’un grand nombre de médicaments. Récemment, des
chercheurs ont estimé qu’il existe environ 400 000 especes de plantes dans le monde, dont

environ le quart ou le tiers ont été utilisées par les populations a des fins médicinales.

(Delaveau ,. 1974)
LA FAMILLE DES LAMIACEAE

La famille des lamiacées est 1’'une des familles les plus utilisées comme source
mondiales d’épices et d’extrait a fort pouvoir antimicrobien, antifongique, anti-inflammatoire
et antioxydant (Gherman et al 2000, Hilan et al,. 2006 ).

Cette famille compte 2700 especes réparties en 31 genres. On y compterait jusqu'a 200
genres et environ 3500 espéces. Prés de la moitié (47 %) des Lamiaceae sont regroupées dans
la sous-famille des Nepetoideae. (Moreau,. 1960). Cette famille regroupe des plantes
herbacées, répandues dans le monde entier (a 1’exception de 1’Antarctique), mais
particuliérement présentes dans les régions tempérées et surtout méditerranéennes. Elles sont
pour la plupart aromatiques (basilic, lavande, marjolaine, mélisse, menthe, origan, romarin,
sarriette, sauge, serpolet, thym,...).

Ces plantes sont herbacées (ou plus ou moins ligneuses), a feuilles opposées sans
stipule, a tige quadrangulaire et a fleurs irrégulicres et gamopétales disposées en grappes.

La plante est couverte de poils glanduleux renfermant une huile essentielle. Le calice
persistant, a 5 divisions (rarement3 a 12), est soit régulier, soit disposé en 2 levres (CHAKER
EL KALAMOUNNI, .2010).

La corolle est constituée de pétales soudés entre elles et forma deux Iévres :

- La leévre supérieure est entiére ou échancrée

- La lévre inférieure comporte 3 lobes (rarement 5).

Les étamines au nombre de 4 (rarement 2), dont les 2 plus grandes sont soudées a la corolle,
possedent des antheres a 2 loges (rarement1). Celles-ci s'ouvrent dans la largeur (rarement par
une fente en arc).

L'ovaire a 2 carpelles divisés en 2 parties, d'ou semble sortir le style. Celui-ci se termine par
un stigmate divisé en 2 parties.

Le fruit est un tétrakeéne, se dissociant a maturit¢ en 4 méricarpes indéhiscents renfermant

chacun 1 graine sans albumen (ou trés peu).



Ces caracteres ainsi définis pour la famille des Iamiacées, présentent des variations en
fonction des différents genres. Ces genres sont classés suivant des détails anatomiques

communs (Moreau, 1960).

I. MENTHA AQUATICA L.

Au sein de la sous-famille des Nepetoideae, le genre Mentha est représenté par 18
especes et environ 11 hybrides. L'hybridation intra spécifique est relativement aisée et rend la
taxonomie particuliecrement délicate. Les Menthes, du nom latin Mentha sont des plantes
vivaces, herbacées indigenes et trés odorantes appartenant a la famille des labiacées
(JAHANDIEZ E.ET MARIE R ., 1934). Les Menthes conservent depuis 1’antiquité une
infinie diversité d’emplois et occupent une large place dans la thérapeutique. Elles fortifient
tout le systetme des nerfs, stimulant diffusible et aussi un sédatif diffusible. (Il Edrissi A.

1982).

Les Menthes sont faciles a reconnaitre a leur odeur tout a fait caractéristique, autant
elles sont difficiles a distinguer les unes des autres, en raison des formes intermédiaires,
d’origine hybride, qui les relie. Parmi toutes les labiées, les menthes se reconnaissent, en plus
de leur odeur spéciale, a leurs fleurs tres petites, a leurs corolles presque réguliéres a quatre
lobes presque égaux et leurs quatre étamines également presque égales (AYAIDIA, 2011)

Sur le plan des principes chimiques, la plupart des especes de Menthe doivent leur odeur et
activité a leurs Huiles Essentielles ou Essences de Menthe; ces essences trés odoriférantes ont
un intérét industriel important ; elles sont souvent extraites des plantes de la race cultivée avec
de bons rendements. La Menthe se rencontre dans presque toutes les régions soit a 1’état

spontané ou cultivé. (Jahandiez E.et Marie R ,. 1934).

SYNONYME
Mentha aquatica L. est aussi appelée la menthe aquatique, 03baume d’eau, beaume de raviere

, menthe d’cau
I.1. ETYMOLOGIE DU NOM LATIN

L’étymologie du mot « menthe » a beaucoup été discutée. Certains auteurs disent
qu’elle proviendrait du grec « minuto » (rendre stérile), d’autres affirment que le nom de la
plante proviendrait de « Minthe », une nymphe de la mythologie grecque qui conquit le coeur

de Platon



I.2. DESCRIPTION BOTANIQUE DE LA MENTHE

La menthe est originaire du Moyen-Orient. Elle pousse sur des sols frais et humides
riches en humus jusqu'a 1.800 m d'altitude. Plante commune dans toutes les régions tempérées
du monde, et plus particuliecrement d'Europe centrale et du sud ou elle est également
abondamment cultivée (Benayad, 2008)

Il s'agit d'une plante vivace a rhizome long, rampant, tracant, chevelu. La tige, de 50 a
80 centimetres, dressée ou ascendante, se divise en rameaux opposés. Ses feuilles mesurent de
4 a 10 cm de long, elles sont ovales, opposées, courtement pétiolées, lancéolées, aigués,
dentées, sont d'un trés beau vert et se teignent de nuances rougeatres au soleil et de rouge
cuivré a l'ombre, elles sont recouvertes de gros poils sécréteurs arrondis dans lesquels
s'accumulent les substances volatiles odorantes. (Benayad, .2008)

Les fleurs, violacées, forment des épis trés courts, ovoides, a I'extrémité des rameaux.
Le fruit, divisé en quatre parties, est entouré d'un calice persistant. Son odeur est puissante, sa

saveur piquante et rafraichissante (Nisrin, .2008 ; Jahandiez ; et al, .1934). (figure 01)
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Titre : Schéma de la structure d’une plante.

Figure (01) : Schéma structurale de la morphologie de la menthe

1.3. CLASSIFICATION BOTANIQUE

La classification de la plante Mentha aquatica. est présentée dans le Tableau N°01
(Benayad ; 2008 ) (tableau I)



Tableau I : classification botanique de la Mentha aquatica

Classification classique Classification phylogenitique
Regne :plantae Regne : plantae

Embrenchement : spermaphyte Embrenchement : spematophyta
Sous embranchement : angeosperme Sous embranchement : anthophytina
Classe : magnoliopsida Syper-classe : triaperturées

Sous classe : gamopétale classe : triaperturées évoluées

Ordre : lamiales ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae Famille : lamiaceae

Genre : Mentha Genre : Mentha

Espéce : Mentha aquatica Espece : Mentha aquatica

I1.4. CULTURE DE LA PLANTE

On cultive la menthe aquatique en Europe, en Asie, en Afrique du Nord et en
Amérique du Nord. On plante, en général, la menthe poivrée en mars, avril. On peut la
bouturer en mars, juillet et aolit. On la récolte en mai, juin, juillet, ao(it, septembre et octobre.
La menthe généralement prospére a l'ombre et augmente rapidement par les rhizomes
souterrains. Si vous choisissez de cultiver la menthe, il est recommandé¢ de la planter dans un
récipient, autrement il peut rapidement succéder un jardin entier. Elle a besoin d'un bon
approvisionnement en eau, et est idéal pour planter en partie-soleil pour ombrager des
secteurs. Elle requiert un pH entre 6 et 7. Les feuilles et les dessus fleurissants sont en
générale la partie utilisable. Ils sont rassemblés des que les fleurs commenceront a s'ouvrir et
puis sont soigneusement séchés. La menthe pourrait rarement produire des graines (Aristide,.

1964).

L.5. COMPOSITION CHIMIQUE

L'huile essentielle de la menthe riche surtout en -L-carvone (teneur entre 40 a 80 %),
l'acétate de dihydrocuminyle (10 a 12%, ces deux constituants majeurs étant responsables de
I'odeur de la plante) et le limonéne (5 a 15%) ;ils sont accompagnés de dihydrocarvone, de

dihydrocarvéol d'acétate de carvyle et de a-caryophylléne. dans d'autre races chimiques, la



carvone est accompagnée de 1,8 cinéol (jusqu'a 20%), de pulégone ( jusqu'a 50 %) ou de

terpinéol-4 ( jusqu'a 18%).(Sidalli,.2010).

I.6. UTILISATION DE LA MENTHE

En thérapeutique, la menthe est utilise contre la fievre, la faiblesse, la toux, les
nausées, les maux de I’estomac, la mélancolie, I’hystérie, les troubles de la vue, elle présente
aussi des propriétés médicales, on cite a titre d’exemple : stimulante du systéme nerveux,
tonique, stomachique, antiseptique, analgésique et vermifuge.

On I’utilise aussi contre les parasites, les tiges et les fleurs de la menthe sont briilés
pour chasser les puces des matelas et des animaux domestiques, on peut aussi placer les
sachets de menthe aupres des sacs de grains et de fromage pour chasser les rongeurs
(Fournier,.1948).

Dans le domaine alimentaire, on peut citer les besoins d’agrément, les crémes, les
chocolats, les bonbons, les pates a macher, les desserts, etc (Aristide, 1964).

La menthe peut également étre trouvée dans quelques shampooings et savons, qui donnent
aux cheveux un parfum de menthe et produisent une sensation de refroidissement sur la peau.

(Benayad ; 2008).

I.7. PRECAUTIONS CONCERNANT L’HUILE ESSENTIELLE DE
MENTHE

Malgreé toutes les propriétés bienfaisantes de I’huile essentielle de menthe, qui rendent
son utilisation trés tentante, on se doit d’étre trés prudent lors de son utilisation. La
monographie élaborée par 'Agence européenne du médicament précise que son usage n'est
pas recommandé chez les enfants de moins de huit ans ni chez les femmes enceintes et/ou
allaitantes. Son utilisation est réservée aux adultes.

Si la menthe est trop souvent absorbée par voie interne, la menthone de cette huile
peut la rendre toxique (prise orale). De plus, la menthone génére un effet cardiotonique et
hypertensif 1éger. Chez les jeunes enfants, la menthe peut provoquer des troubles
respiratoires si elle est appliquée sur les narines ou si elle est prise oralement. Il y a aussi un
risque de détresse respiratoire.

L’huile essentielle de menthe peut causer, a l'occasion, des briillures d'estomac (lorsque

prise oralement) chez les personnes souffrant de reflux gastro-oesophagien.
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Il faut éviter de I’utiliser le soir car elle peut, chez certaines personnes, empécher le sommeil.

(Blumenthal, .1998).

II. ORIGANUM VULGARE L

Le genre Origanum est un des 200 genres les plus diversifiés de la famille des labiées,
avec pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Morales ; 2002).
Comme beaucoup de labiées, les plantes sont connues pour leurs huiles essentielles
aromatiques. L’espéce la plus connue est sans conteste Origanum vulgare L. localement
connu sous le nom de (zaatar). En francais et anglais par exemple, on emploie fréquemment

le nom du genre origan pour désigner I’espéce Origanum vulgare (Amiot J ; 2005)

Cette plante spontanée pousse abondamment dans les lieux arides, caillouteux et
ensoleillés des bords de la mer a la montagne (Poletti A. 1988).
SYNONYME
L’origan ou I’origan commun (I’origanum vulgare), également appelé marjolaine sauvage ou
marjolaine vivace, notamment ses vertus médicinale et aromatiques, thé rouge et plus

rarement origan vulgaire (Wikipedia).

IL.1. DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE

L’Origanum vulgare L se présente toujours dans un état sauvage en plaines et collines,
comme la lavande, le romarin, la sauge et beaucoup d’autres plantes sauvages (Kaloustian ;et
al 2003) .

> Dans le monde

Le genre Origanum est I’un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées
(Naghibi et al,. 2005). Sclon Dob et al,. 2006 il existe prés de 350 espéces d’origan réparties
entre ’Europe, 1’Asie de I’ouest et la méditerranée. C’est un genre trés répandu dans le nord
ouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il pousse également sur les montagnes
d’Ethiopie et d’Arabie du sud ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte (Mebarki
2010). On peut le trouver également en Sibérie et méme en Himalaya. Selon une étude mené
par Nickavar et al,. 2005, environ 110 espéces différentes du genre Origanum se concentrent

dans le bassin méditerranéen.



> En Algérie

L’origan comprend plusieurs espéces botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans

les régions internes jusqu’aux zones arides (Mebarki,. 2010). Il est représenté en Algérie par

de nombreuses especes qui ne se prétent pas aisément a la détermination en raison de leurs

variabilités et leur tendance a s hybrider facilement.

I1.2. ETYMOLOGIE DU NOM LATIN

« Origanum vulgare » : du Grec

« O10Ss », montagne

« ganos », joie donc joie de la montagne. (Pariente L. (2001)

I1.3. APPAREIL VEGETATIF

Plante : c’est une plante herbacée, souvent velue. Il s’agit d’un petit sous arbrisseau vivace,

touffu dont les rameaux sont trés aromatiques, de 7 @ 30 cm de hauteur qui ont un aspect

grisatre ou vert grisatre ( Bruneton J ; 1999).

Tige : elle est dressée, donc orthotrope. La tige mesure entre 50 et 80 centimetres en
moyenne. La tige est a quatre angles, posséde une pubescence régulieére ou plus dense
sur deux cotés opposés. Cette tige porte de courts rameaux qui se développent a
I’aisselle des feuilles opposées. Les verticilles peu fournis en fleurs sont regroupés en
¢épis et forment une panicule. A son sommet, la tige se ramifie en inflorescences :
cyme composée et inflorescence définie.( Iserin P 52001)

Feuilles : la feuille est de couleur vert foncé, elles possedent un goiit piquant. Ces
feuilles sont simples, opposées, leur pétiole est court, elles sont de formes ovales a
lancéolées larges. Longueur de 1 a 4 cm. Elles sont entiéres ou faiblement dentées.
Elles sont presque glabres. Leur nervation est courante : pennée. Les bractées sessiles
ressemblent aux feuilles, les supérieures sont souvent parcourues de violet/pourpre. (
Iserin P ;2001)

les racines : Son rhizome (tige souterraine) est ligneux avec des rejets filamenteux
tracant obliquement en terre, ceci lui configurant une bonne accroche (d’ou son

abondance dans les zones de hautes altitudes). (Iserin P ;2001)

I1.4. L’APPAREIL REPRODUCTEUR

Les fleurs : zygomorphes a 5 pétales de couleurs roses. Elles sont hétéroclamides, le

calice persistant, campanulé, tubuleux, sillonné de 13 nervures, barbu a la gorge, est formée

de 5 gamosépales soudés a leur base, tandis que la corolle posséde aussi 5 gamopétales avec



un tube d’environ la moitié¢ de la taille d’un pétale, les deux pétales supérieurs sont soudés
entierement entre eux, formant une lévre supérieure, et les 3 autres pétales forment la lévre
inférieure trilobée (donc ces deux lévres donnent le nom a la famille). 5 pétales donc symétrie
zygomorphe. Les 4 étamines sont droites, divergentes, de longueurs différentes : deux longues
et deux courtes. Avec le style (doté d’un stigmate divisé), les étamines dépassent du tube de la
corolle et des 2 lévres. L’ovaire est divisé extérieurement en 4 parties (regarder au fond du
calice des fleurs passées). Fleurs regroupées en inflorescences formant des panicules denses

supérieures.

Figure (02) : shéma detaillé de la plante Origanum vulgare L (wikipidia)

I1.5. CLASSIFICATION CLASSIQUE ET PHYLOGENETIQUE
(Morales, R. 2002) (tableau II)

Tableau III : classificacation d’Origanum vulgar

Classification classique : Classification phylogénétique

Reégne : Plantae Reégne :Plantae

Sous régne : Tracheobionta Embranchement : Spermatophyte

Division : Magnoliophyta Sous-embranchement : Magnoliophyta
(Angiosperme

Classe : Magnoliopsida Classe : Magnoliopsida (Dicotylédone)

Sous classe : Astéridae /

Ordre : Lamiales Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae Famille : Lamiaceae

Genre : Origanum Genre : Origan
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Espéce : Origanum vulgar Espéce : origan vulgaire

I1.6. COMPOSITION CHIMIQUE

L’essence d’Origan est un liquide jaune/rouge trés aromatique soluble dans 1’alcool.
Elle est riche en phénols _ carvacrol (jusqu’a 74%) ou thymol (jusqu'a 25%). Elle peut
contenir aussi des alcools libres et estérifiés, des carbures (ex : a-terpinéne, origanéne
(essence de chypre)). La plante renferme en plus, un glucoside hydrosoluble (0,50g/kg de
drogue seche) et un saponoside acide (1,20g). Dans les parties souterraines de 1’Origan, on
retrouve du stachyose
Thymol : terpénoide utilisé comme antiseptique locale et antihelminthique. Egalement utilisé
en association dans des spécialités a visée antiseptique bronchopulmonaire.
Carvacol : C’est tout simplement le plus puissant des phénols. Il a donc comme vertu d’étre
trés réactif et il accentuera les effets du Thymol, les deux phénols agissant ensemble. Il
posséde également des vertus anti-oxydantes, luttant contre le vieillissement cellulaire.
Malgré le fait que ces produits soit d’origine végétale, il reste néanmoins que I’huile
essentielle d’origan doit €tre prise selon les indications d’un aromathérapeute. En effet a forte

concentration, ou a prise prolongée, les phénols peuvent altérer les hépatocytes.

I1.7. LES PROPRIETES D’ORIGAN

L’origan est utilisé :
- Assaisonnement des aliments et des boissons.
- comme antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique pour traiter les
infections des voies respiratoires supérieures.
- Les principaux constituants d’origan montrent des propriétés vermifuges et vermicides
(Bazylko et Strzelecka 2007)
- Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et antibactériennes une étude
récente a montré que les extraits méthanoliques et hexaniques des parties aériennes d’origan
inhibent la croissance de Mycobacterium tuberculosis (Jiminez-Arellanes et al, 2006)
- Propriétés antioxydantes (Takeuchi et al, 2004 ; Golmakani et Rezaei, 2008) en raison de
ces propriétés, I’origan est utilisé comme un conservateur afin de prolonger la durée de

conservation des poissons durant leur stockage (Selmi et Sadok, 2008).
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I1.7. UTILISATION DE L’Origan

Origanum vulgare est une des plus populaires plantes aromatiques utilisées dans le
monde entier. Ses applications sont trés vastes et touchent le domaine alimentaire et celui de
la médecine traditionnelle (Adwan ,. 2009). De plus son huile essentielle est utilisée dans les
industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Jordan; et al,. 2006)

L’¢épice origan est intensivement cultivé en Europe et aux Etats-Unis pour ’usage
culinaire dans 1’assaisonnement des poissons, volailles, des potages et des 1égumes (Ozcan,.
2004)

La feuille et la sommité fleurie d’origan sont traditionnellement utilisées par voie orale
dans le traitement symptomatique de troubles digestifs tels que : ballonnement épigastrique,
lenteur a la digestion, éructation, flatulence ainsi que dans le traitement symptomatique de la
toux et de la bronchite (Bruneton ,.1999). Sa feuille est énumérée dans la pharmacopée de
fines herbes allemande et britannique a été employée en tant que branchospasmolytique,
expectorant et antibactérien. (Kitajima ; et al ,. 2004),

L’infusion de la plante entiére est utilisée contre les maux de 1’appareil respiratoire
(toux, bronchite, asthme) et son huile essentielle posséde aussi une forte activité bactéricide
mise a profit dans certains produits pharmaceutiques (Debuigne ,. 1982). En usage local, elles
sont traditionnellement utilisées en cas de nez bouché, de rhume, pour le traitement des petites
plaies apres lavage abondant, pour soulager les piqlres d’insectes et les douleurs
rhumatismales, en bain de bouche pour 1’hygi¢ne buccale (Poletti ,.1988) .

L’huile essentielle de cette plante entre dans les formulations de diverses spécialités :
pommades antiseptiques et cicatrisantes, sirops pour traitement des affections des voies
respiratoires (Bruneton ,. 1999) .

Origanum vulgare a carvacrol est connue pour son activité antiseptique majoritaire alors que
I’H.E.C.T. d’origan a thymol a des propriétés anti-infecticuses majeures (Franchomme ;
2001).

Un anti-oxydant tres efficace ; grace a son acide rosmarinique et a ses composés
phénoliques, 1’origan est une arme anti-radicaux libres redoutable. Et les radicaux libres, ce
sont des molécules suspectées, lorsqu’elles sont nombreuses, non seulement d’accélérer le
vieillissement des cellules, mais aussi d’augmenter les risques de cancers et de maladies

cardiovasculaires. (Lacoste, .mai2010)
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III. ACTIVITE ANTIOXYDANTE

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres.
Ce n’est pas seulement di a leur role dans des phénomeénes aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques
associées au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires

et la dégénérescence du systéme immunitaire (Guinebert et al., 2005).

II1.1. RADICAUX LIBRES
DEFINITION

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces ¢léments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-
apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent
a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement
ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un réle
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent
directement de I’oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical
peroxyle ROQe, radical alkoxyle RO¢), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur

les composés biochimiques de la cellule (Novelli, 1997).

ORIGINE DES RADICAUX LIBRES

Ils sont produits par divers mécanismes physiologiques afin de détruire des bactéries
au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler des
fonctions cellulaires 1étales telle la mort cellulaire programmée ou apoptose.

Toutefois, au contact entre I'oxygene et certaines protéines du systéme de la respiration, une
production d'anions superoxydes se produit lors du fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale. (Bouhadjra K ,.2011).

Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox que
produit dans I’organisme 1'oxydation de molécules comme les quinones. Ce cycle redox a lieu
soit spontanément, soit surtout lors de I'oxydation de ces composés au niveau du cytochrome.
Les rayonnements UV sont capables de générer des radicaux libres et les particules inhalées

(amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres. (Mohammedi Z ,.2005)
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I11.2. ANTIOXYDANTS
I11.2.1 DEFINITION

Les antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement les
rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la
durée de conservation du produit

En outre, I’antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble dans les graisses, efficace a
faible dose, et non toxique, n’entraine ni coloration, ni d’odeur, ni saveur indésirable,

résistantaux processus technologiques, il est stable dans le produit fin. (Hellal Z,.2011).

I11.2.2 MECANISME D’ACTION

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat
en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneurs d’atome d’hydrogene ou d’¢lectrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol.
En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par
résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par 1’oxygene
moléculaire. Hellal Z . (2011),

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec l’oxygene, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis
non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en
réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec
un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de

I’oxygene singulet pour la transformer en chaleur. (Bouhadjra K ,.2011)

I11.2.3 CLASSIFICATION DES ANTIOXYDANTS

Les antioxygenes sont classés dans trois catégories différentes ( Bouhadjra K ,.2011) :

e Les antioxydants synthétiques.
e Les substances synergiques.

e Les antioxydants d’origine végétale.

v' ANTIOXYDANTS SYNTHETIQUES
Parmi les antioxydants phénoliques de synthése qui sont autorisés dans certains aliments :
le BHT 321 (3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluéne), BHA 320 (3-tertiobutyl-4-hydroxyanisole),
14



sont I’un et ’autre soluble dans les lipides et résistent bien a la chaleur. Ils ont une action
synergique, ils présentent 1’inconvénient d’avoir une odeur désagréable et s’évapore
rapidement. Le TBHQ (tertiobutyl-hydroxyquinone) est moins soluble dans les graisses et le
PG (gallate de propyle) a 1’avantage d’étre relativement soluble dans 1’eau, mais
I’inconvénient d’étre peu soluble dans les lipides, peu résistant a la chaleur et de donner avec
le fer des sels de couleur foncée. Le nitrite présent des propriétés anti oxydantes, il peut aussi
former des nitrosamines cancérigénes. Les chélateurs de métaux utilisés et plus efficaces sont

les polyphosphates et les dérivés d’acide citrique. (Bouhadjra K ,.2011)

v" SUBSTANCES SYNERGIQUES

Ce sont des molécules qui améliorent 1’action de certains antioxydants. Ce qui se traduit
souvent par un accroissement de la période de protection, parmi eux se trouvent : Les acides
lactique, tartrique et ortho phosphorique et leurs sels de sodium, potassium ou calcium. Leurs
propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de métaux comme le fer ou le cuivre,
dont on connait bien l'effet pro-oxydant a faible dose. Cependant, ce n'est peut-étre pas la
seule explication, car plusieurs de ces produits sont d'assez mauvais chélatants. (Hellal Z,.

2011).

v ANTIOXYDANT D’ORIGINE VEGETALE

Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Les antioxydants
naturels dont I’efficacité est la plus reconnue aussi bien dans I’industrie agroalimentaire que
pour la santé humaine sont : les tocophérols, les caroténoides et les polyphénols. (Hellal

Z,.2011).

I11.2.4 BALANCE OXYDANTS /ANTIOXYDANTS ET STRESS
OXYDANT

Les ERO ont des rdles physiologiques trés importants en agissant, a faibles
concentrations, sur la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres
voies de signalisation (Favier, 2003).

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de faire
face et détruire les radicaux produits en exces. On dit que la balance Oxydants /Antioxydants
est en équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire
(tabac, alcool, pollution, ...) ou d’une diminution des capacités antioxydantes (insuffisance

d’apports des micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un déséquilibre entre
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la production des radicaux libres et le systéeme de défense est a I’origine d’un état redox altéré
de la cellule appelé stress oxydatif (Sohal et al., 2002).

Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et 1’organisme par I’apport
d’antioxydants secondaires (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen et Nyska,

2002).

VI. L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES HUILES ESSENTIELLES

VI.1. DEFINITION DES HUILES ESSENTIELLES

Les huiles essentielles ou les essences sont des mélanges complexes de substances
organiques aromatiques liquides qu’on trouve naturellement dans diverses parties des
végétaux. Elles sont concentrées, volatiles, non huileuses et sensibles a la décomposition sous

I’effet de la chaleur.

La plus part des végétaux renferment des HE, mais habituellement en quantité infime,

seules les plantes dites <aromatiques>en produisent en quantité suffisante (BELHADI, 2010).

ces plantes appartiennent, le plus souvent, aux familles des labi¢es (lavande, thym,
sauge, menthe,...) des ombelliféeres (cumin, carvi, anis, fenouil, ...), des
myrtacées(eucalyptus, cajput, niaouli,...)des coniferes (pin, cédre, cypres, genévrier,...)des
rutacées ou hespéridées (citron orange bergamote,...) et des lauracées (cannelle,

camphrier,...) (Koroch A,et al,. 2007).
VI.2. ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES HUILES ESSENTIELLES :

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables
de ce pouvoir (Richard, 1992).

Lorsque I’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes selon le niveau de
leur action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont
une activité primaire sont interrompus dans la chaine autocatalytique de 1’oxydation (Dacosta
Y,.2003).

En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de retarder
I’oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexation des ions métalliques ou la

réduction d’oxygene... etc (Madhavi et al., 1996).
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Des études ont montré que I’incorporation des huiles essentielles directement dans les
aliments (viandes hachées, 1égumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou I’application par
vaporisation en surface de 1’aliment (piece de viande, charcuterie, poulet, fruits et légumes
entiers...) contribuent a préserver 1’aliment des phénomenes d’oxydation (Caillet et Lacroix,

2007).
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Cette étude rentre dans le cadre de la valorisation de I’activité antioxydante de la famille
des lamiaceae a travers la détermination du potentiel et I’etude de 1’effet des associations de ces

huiles avec d’autres composés sur I’activité antioxydante

I. MATERIEL
L’organe végétal choisi dans la présente étude est représenté par la partie aérienne des

deux plantes aromatique Origanium vulgare (figure 04) et Mentha aquatica ( figure 05).

Figure (04) : Image de Mentha aquatica

L’extrait brute des feuilles de Hyoscyamus albus L et celle de Pulicaria odora est
préparé selon les deux méthode de(Tawaha et al; 2007)et (Djeridane et al ,2005)
Une quantité de 10 g de poudre végétale a été introduite dans un erlenmeyer contenant 100 ml

d'é¢thanol. L’ensemble a subit des differentes étapes schématisée dans la figure (06)
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0.5gr de la poudre des feuilles

Dans 25ml de I’éthanol et Dans 25ml de I’éthanol et
I’acétone a 100% ;70% ; 50% I’acétone a 100% ; 70% ; 50%
\ 4 A
Extraction au bain marie ; agitation, Macération sur plaque agitatrice
température 230°C/ 24h température ambiante 48h
\ 4 \ 4
Centrifugation a Centrifugation a
350t/mn pendant Sm, 250t/mn pendant Smn
v v
Filtration Filtration
Evaporation Evaporation

ys
dans I’étuve dans 1’étuve

Reconstitution avec le méthanol absolue et

conservation a 4°C

Figure (05) :Shéma de protocole d’’extraction des composés phénoliques par agitation au
bain marie (Tawaha et al; 2007) et par macération sur plaque d’agitatrice (Djeridane et al

,2005)

Les composés chimiques utilisés; le thymol (Riedel-de Haén®, Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Allemagne) et le DL-a-tocophérol (BASF Personal Care and
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Nutrition GmbH, Illertissen, Allemagne) ont été également utilisés,comme molécule de

reference en association avec ces huiles essentielles.

II. METHODES

1.1. RECOLTE ET SECHAGE

Les parties aériennes (tiges, feuilles, et fleurs) de Origanum vulgare ont été récolté en mai
2014 sur les montagnes de la commune de Boukhlifa (Béjaia) . Les parties aeriennes de fliou
ont été recolé en Aout 2014 dans la commune de Bordj-waman (Béjaia). Les deux plantes ont
¢été séchées dans un endroit aéré, a I’hombre.

I1.2. EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES

Les huiles essentielles (HEs) ont été obtenues par hydrodistillation en utilisant un montage
inspiré de celui de Clevenger (Clevenger, 1928) Il comporte :

1) Un support élévateur, un chauffe-ballon, un ballon de 2 litres.

2) Un systeme de refroidissement (un réfrigérant, de type Liebig, relié a une pompe qui fait

circuler une eau froide, en continu, a travers ce dernier).
3) Une ampoule a décanter.

4) Deux coudes dont ’'un male-male reliant le ballon au réfrigérant et I’autre femelle-méle
(avec une sortie sous vide pour éviter 1I’explosion du systéme par augmentation de la pression

; dans le Clevenger ce probléme est réglé par le systéme de cohobage).

I1.3. PRINCIPE DE L’HYDRODISTILLATION

La chaleur provoque d’une part I’évaporation de 1’eau et d’autre part la libération de I’HE,
cette derniére est entrainée par la vapeur d’eau et condensée avec elle au niveau du
condenseur (réfrigérant) puis séparée de la phase aqueuse par différence de solubilité au

niveau de I’ampoule a décanter (Clevenger,1928).

LE PROTOCOLE
50 grammes de materiel végétal sont macérés dans 1 litre d’eau de source pendant toute une

nuit (20 heures). (Hilan et al., 2006) Figure (07)
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Figure (06) : Méthode de macération

Puis I’eau dans le ballon est portée a ébullition (mais surveillé de tel sorte a ne pas trop
dépasser les 100°C) pendant 2 heures.Une série de 10 extractions a été effectuée pour les deux

plantes. Figure (08)

Figure (07) : méthode de distillation

La conservation de I’huile essentielle exige certaines précautions indispensables (Burt,
2004). C'est pour cela, Apres décantation des distillats nous avons déshydraté I’huile
essentielle des deux extraits a I’aide du sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) (Bajpai et

al,.2008) I’huile est ensuite conservé a une température voisine de 4°C, dans un flacon en
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verre brun fermé hermétiquement pour la préserver de l'air et de la lumicre (Sahin et al..

2004).

I1.4. CALCUL DU RENDEMENT
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (R), est défini comme
¢tant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres extraction (PA) et la masse
de la matiere végétale utilisée (PB).

Il est donné par la formule suivante (Mohamdi Zohra ,. 2006) :

R =[PA/PB] x 100

R : Rendement de I’huile en %.
PA : poids de I’huile en g.
PB : poids de la plante en g

I.5. DETERMINATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

I1.5.1 ACTIVITE SCAVENGER DU RADICAL 2,2-DIPHENYL-1-
PICRYLHYDRAZYLE (DPPH)
PRI NCIPE
Le DPPH est un radical libre stable et accepteur d’¢électron ou d'hydrogéne (Yang et
al., 2008). C’est une technique basée sur la décoloration d’une solution alcoolique de DPPH.
(méthanol ou éthanol), la transformation de ce dernier, apres 1’addition d’un agent antioxydant et
I’évaluation de la décroissance de I’absorbance a 515-528 nm (Sanchez- Moreno, 2002) qui est
proportionnelle a la concentration et au pouvoir antioxydant de cet agent, et au temps de réaction
(Villano, 2007 ; Deng, 2011). La solution alcoolique du radical libre DPPH- présente une couleur
mauve-foncée avec une absorbance maximale (pic d’absorption) a 517 nm. Le DPPH s’oxyde en
présence d’un capteur de radicaux dans le systéme réactionnel et quand I’électron impair de
I’azote du DPPH- est apparié¢ (Deng, 2011). Le DPPH., ainsi réduit par un donneur d’hydrogene
donne I’hydrazine (Sanchez-Moreno, 2002) : un composé d’une couleur jaune-pale (Molyneux,

2004).(figure 09 )
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Figure(08): Pi¢geage du radical libre DPPHe

I1.5.1 MODE OPERATOIRE
PREPARATION DES DILUTIONS DES DIFFERENTS STANDARDS

Les dilutions ont été préparées selon (Nikhat et al. 2009) (figure 10)
On peser une quantité de standard (vit E=3.1828ug/ml ; thymol=87.471 8ug/ml ; poléphynol
de Pulicaria =30.793 8ug/ml; polyphénol d’Hyociamus albus = 4.6848ug/ml) par une
balance analytique (précision de 0.0001g) ; puis on
- Introduit les quantités pesées dans des tubes a essai contenant 10ml de méthanol.
-on prépare par ailleurs 20ul de la solution (standard) dans un tube contenant 2uml de
méthanol (solution A)
-On introduit ensuite 2000 pl de la solution A dans un tube contenant 20 pl de méthanol

- on procéde de la méme manicre pour touts les tubes puis on ajoute 2000ul de solution
de DPPH. Figure (10)

20ug/ml

Solution A

(14 A Wal
T CTITTITO T

2000pg/mi
DPPH

16pg/ml - 8ug/ml  4ug/ml 2ug/ml 1ug/ml 0.5pg/ml

Figure (09) : Préparation des dilutions d’un composé avec des différentes concentrations
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La capacité scavenger du radical DPPH, des huiles essentielles, est mesurée selon le
protocole rapporté par Sreenivasan et al. (2007). Un volume de 50 pl d’extrait (20-100
mg/ml) est ajouté a un volume de 5 ml d’une solution DPPH a 0,04%. Ce mélange réactionnel
est agité vigoureusement et laissé au repos dans des tubes a essai.

La décoloration, par rapport a un contrdle, est mesurée au spectrophotometre UV-Visible.

A 517 nm aprés incubation & température ambiante, a I”obscurité, pendant 30 minutes

I1.5.2 DETERMINATION DU POURCENTAGE D’INHIBITION

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé en utilisant 1’équation suivante :

% d’inhibition du DPPH = [(Ac — Ae) / Ac]. 100

Ou

Ac: Absorbance du controle ;

Ae: Absorbance de I’échantillon.

La concentration inhibitrice a 50% (IC50) est définie comme la quantité d'antioxydants
nécessaires pour diminuer la concentration du radical DPPH initial de 50% (Ismail et Hong,
2002). Les concentrations des échantillons donnant 50% d’inhibition (IC50) ont été calculées
a partir des graphes présentant les pourcentages d’inhibition (I%) en fonction des

concentrations. Le logiciel « Origin® Pro 9 » a été utilisé. .

IL5.2EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES ECHANTILLONS
EN ASSOCIATIONS

Neuf (09) différentes combinaisons ont été réalisées :

¢ HE d’origan/HE de la menthe aquatique,

¢ thymol/ HE de I’ origan

«+ thymol/ HE de la menthe aquatique

« vitamine E/HE de la menthe aquatique

+ vitamine E/HE de I’origan

% Polyphénole des feuilles Pulicaria odora/HE de la menthe aquatique
¢+ polyphénole des feuilles Hyociamus albus/HE de la menthe aquatique
¢+ Polyphénole des feuilles Pulicaria odora/ HE de I’origan

% polyphénole des feuilles Hyociamus albus/HE de I’origan
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La méthode utilisée pour évaluer I’interaction entre les différents échantillons était celle
de Tallarida (2001) : Un isobologramme est un graphique qui présente des paires de
concentrations (une combinaison de deux échantillons) qui donnent la méme efficacité qu’un
¢chantillon seul, d’ou leurs nom « isoboles », par exemple, ’efficacité 50% d’un maximum
est prise comme effet (I’IC50 dans notre cas). La figure représente un exemple type d’un
isobologramme dont la concentration de I’échantillon A seul donnant I’effet recherché égale a
20 (unité) et celle de B égale a 100 (unité). La ligne droite qui relie ces deux points doit
théoriquement représenter toutes les combinaisons de concentrations des deux échantillons

donnant le méme effet dans le cas d’une indifférence.

Cette droite est tracée dans chaque isobologramme, elle est la référence pour détecter s’il
y a une synergie (le point Q) ou un antagonisme (le point R). Le point P est probablement un
effet indifférent. Plusieurs points (plusieurs combinaisons de doses) plus une analyse

statistique appropriée sont nécessaires pour conclure sur le type d’interaction.

100 7 ‘ : T I ———

Dose B

20 " v

|
0 5 10 15 20

Dose A

Figure (10) : illustration d'un isobologramme typique (Tallarida, 2001)
LE PROTOCOLE

Le protocole est le méme que pour les échantillons seuls (décrit par Wu et Ng, 2008), sauf que

I’échantillon a analyser se compose d’une des combinaisons précédentes.
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Pour confirmer la conclusion portant sur 1’effet des différentes combinaisons (tirée a
partir des isobologrammes), des résultats chiffrés sont exprimés en calculant les FIC50 index

(FIC50I) :

FICS0I = FIC50 (A) + FIC50 (B) avec:

FIC50 (A) = IC50 (A en présence de B)

IC50 (A seule)

FIC50 (B) = I1C50 (B en présence de A)

IC50 (B seule)

Une combinaison est considérée synergique si elle présente une FIC50I < 0,9 ; indifférente si
0,9 < FIC50I < 1,1 et antagoniste si la FIC50I > 1,1 (Santiesteban-Lépez et al., 2007, in :
Romano et al., 2009).

Les résultats ont été analysés statistiquement en réalisant, pour chaque combinaison, un test
de conformité unilatéral a gauche pour comparer la moyenne des FIC50I d’une combinaison
avec la moyenne théorique 0,9 et a droite pour la comparer avec 1,1. Le logiciel XLSTAT

2009.1.02 a été utilisé.
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I. CARACTERISTIQUES ORGANOLEPTIQUES

Les parametres organoleptiques de notre huile essentielle sont en accord avec ceux répertoriés
dans les normes AFNOR. (AFNOR ,1999)

Tableau III : 1'aspect, la couleur et 'odeur de I'huile essentielle étudi¢e selon les normes.

Aspect couleur Odeur
|
Norme AFNOR Liquide mobile ; Presque incolore a caractéristique
limpide jaune pale fraiche, plus ou

moins mentholée

selon I’origine

Menthe aquatique Liquide mobile Presque incolore ; Fraiche mentholé

jaunatre treés claire

Origanum vulgare Liquide mobile Jaune pale Camphrée

II. RENDEMENT DES HUILES ESSENTIELLES

Le rendement en huile essentielle extraite a partir d’Origanum vulgare est de 0,93%.
Celui de I’HE extraite a partir de Mentha aquatica est de 0,81%.

Ces différences dans le rendement doivent étre essentiellement dues a la différence de
morphologie des plantes et la nature du sol. Il faut noter que le rendement et la composition
chimique des HE dépendent de plusieurs facteurs a savoir I’espece, le milieu de récolte, la
période de récolte, les pratiques culturales et la technique d’extraction.

Pour notre étude le rendement en huile essentielle est acceptable selon les normes

AFNOR; et celui de la région de Hdjira est le meilleur.

III. ACTIVITE ANTIOXYDANTE
IIL.1. ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES DIFFERENTS ECHANTILLONS SEULS

Les résultats obtenus avec le test de DPPH (représentés dans le tableau N°VI) révelent

que les deux huiles essentilles ont des activités antioxydantes.

Tableau VI : Activité antioxydante des différents échantillons seuls

¢chantillons Concentrations (pg/ml) Inhibition (%) IC50 (ng/ml)
1981 74.81
990.5 70.36
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Menthe aquatica 495.25 56.34 366.426

247.625 43.24
123.8125 35.38
- | 3ses | 72
193.496.7 66.21
Origanum vulgare 96.7 61.17 41.9973
48.35 50.36
24.175 46.06
- | 227 | s
108.85 51.23
Thymol 54.425 40.8 87.4715
27.212 25.66
13.606 11.03
- | 3 | &2
1.9 27.98
Vit E 0.475 21.42 3.182
0.2375 12.97
0.11875 10.34
- | 35 | a2 |
19.25 30.86
Polyphénol de 9.625 14.44 30.793
Pulicaria odora 4.8125 5.92
2.4 1.6
- | 9s | #»n.
Polyphénol de 4.76 48.01
Hyociamus albus 2.38 21.81 4.6842
1.19 16.92
0.59 10.25

D’apres les résultats obtenus, les pourcentages d’inhibition du radical DPPH
augmentent avec 1’augmention des concentrations des huiles essentielles et les standards.

D’apres les IC50 la vitamine E a la meilleure activité suivie des extraits brutes (polyphénols)
29



a patir d’Hyociamus albus, puis ceux extraits a partir de Pulicaria odora.les huiles essentielle

d’Origanum vilgare s’est apparait plus efficace que celle de Mentha aquatica. Figure (12)

80

. /
50 / —&—menthe

S
S 40 / ——origan
E v e thymol
S 30
- 20 =>=\/itE
=#=H albus
10
0 =0—P odora
0 500 1000 1500 2000 2500

concentration (ug/ml)

Figure (11) : Graphique représentant les pourcentages d’inhibitions en fonction des

concentrations

Vu que les résultats de la menthe sont trés éloignés de ceux des autres échantillons, la
différence entre ces derniers est masquée sur le graph de la figure d’ou la nécessité du

graphique de la figure (sans la menthe). Figure (13)

80

60
9\2’ 50 —&—origan
o
Ig 40 j ——thymol
£ 30 I —A—VitE

20 —>«=H. albus

10 —=P.odora

O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500
concentration (ug/ml)

Figure (12) : Graphique représentant les pourcentages d’inhibitions en fonction des

concentrations sans menthe
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Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle avec
présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH: en sa
forme non radicalaire. A partir de ces courbes nous pouvons déterminer les pourcentages
d’inhibition obtenus en fonction des concentrations utilisées ainsi que la valeur IC50 pour
chaque extrait. Plus la valeur de I'IC50 est petite, plus I’extrait a une forte activité
antioxydante (Khoudali et al., 2014).

Ces activités pourraient étre liées a la richesse des extraits en polyphénols. Car selon
Turkmen et al, (2007), les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces d’hydrogéne au

radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale.

Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre négligés, par ce que la
synergie entre les différents produits chimiques devrait étre prise en considération dans

I’activité biologique (Bourgou et al., 2008). Figure (14).

les IC50 des differents échantillons

400

300 I
200 I—
100 41,9973 I
0 0793

Menthe Origan Thymol VitE POL p.odora

Sériel

Figure (13): Valeurs des ICs, des différents extraits étudiés

L’activité antioxydante d’une HE est attribuée aux composés actifs présents dans cette
derniére. Ceci peut étre di a un/des composé€s majoritaires, mais aussi a de nombreux
composés présents en petites quantités ou a la présence d’une synergie entre ces derniers

(Politeo et al. 2006).
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L’extrait brute méthanolique de la plante Hyoscyamus albus est plus riche en polyphénols
et sa capacité de piéger les radicaux DPPH est plus élevée. Falleh et al, (2008) ont montré
qu’il existe une corrélation trés significative entre la teneur en polyphénols (polyphénols
totaux, flavonoides et tannins condensés) et I’activité scavenger des radicaux DPPH. Ranilla
et al, (2010) ont rapporté aussi que les polyphénols contribuent significativement a I’activité

antioxydante des extraits de certaines plantes.

Viuda-Martos et al., (2010) Iont démontré pour les composées phénoliques contenus
dans les HEs. Une HE a chémotype phénolique possede une activité antioxydante meilleure

qu’une HE a chémotype non phénolique (Jukié et Milos, 2005).

En revanche, I’HE d’O. vulgare montre une bonne activité antiradicalaire. Néanmoins,
elle demeure moins efficace que la vitamine E. Cette activité est probablement due a la
richesse d’origan en carvacrol qui possede une importante activité antiradicalaire (Ozkan et
Erdogan, 2011). En effet, Les travaux de Sokmen et al., (2004) ont montré des résultats
comparables aux notre ; L’IC50 de I’HE de Origanum acutidens sur le DPPH était de 133,7
pg/ml, une HE contenant 72% de carvacrol. Ce qui implique d’avantage la présence de ce

dernier, en tant que composé important, dans I’HE d’Origanum.vulgare.

L’HE de la menthe c’est avéré moins actif vis-a-vis du radical synthétique DPPH ceci
pouvait etre du a sa pauvreté en phénol et sa richesse en composés cétonique. En effet, il a été
démontré que ces derniers composés ont des activités erologiques moin importantes que les

phénols (Bassole et Juliani,.2012)
I11.2. ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES DIFFERENTES COMBINAISONS

Les figures, représentent respectivement les isobologrammes des combinaisons :
me,the/origan, menthe /Vit E, Menthe/thymol, POL P.odora/menthe, POL H.albus/menthe,
origan/Vit E, origan/thymol, POL P.odora/origan et POL H.albus/origan
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Figure (14) : Isobologramme de 1’origan combinée avec la menthe

Les trois points sont au-dessus de la droite, mais ce n’est pas un antagoniste car les
résultats affichent une grande variance (grande différence entre les 3 valeurs d’'une méme

association) a partir de ¢a on déduit une indifférence.

RN
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menthe %g/mi

Figure (15) : Isobologramme de la Vit E combinée avec la menthe

On constate la presence d’un point sur la droite et d’un point sur la gauche et un autre

sur la droite dont ils sont tres loin il s’agit donc d’effet indifférent.
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Figure (16) : Isobologramme du thymol combinée avec la menthe

Les trois points sont en haut de la droite, mais ils sont proches, il s’agit donc d’un effet

antagoniste (Tallarida, 2001).
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Figure (17) : Isobologramme du polyphénol d’H. albus combinée avec la menthe

Les trois points sont en haut de la droite, mais ils sont proches, c’est un effet

antagoniste (Tallarida, 2001).
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Figure (18) : Isobologramme du polyphénol d’P. odora combiné avec la menthe

Les trois points sont en haut de la droite, mais ils sont loin, c’est un effet indifférent
(Tallarida, 2001).
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Figure (19) : Isobologramme du polyphénol de P. odora combiné avec 1’origan

L’un des trois points touche la droite d’ou la nécessité des résultats de 1’étude
statistique pour trancher entre une indifférence et une synergie (Tallarida, 2001). Selon le test

de conformité il s’agit d’un effet synergique.

35



Vit E pg/ml
[EEN
o1

0 10 20 30 40 50 60 70

origan pg/mi

Figure (20) : Isobologramme du thymol combiné avec 1’origan
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Figure (21) : Isobologramme d’origan combiné avec POL H . albus

Pour les figure (20), (21), (22) ; Un point sur la droite et un point sur la gauche et un

autre sur la droite dont ils sont trés loin , ¢’est un effet indifférent.

Les résultats chiffrés des différentes associations sont présentés dans les tableaux (V), (IV),

(VID), (VII) et (XI) avecl’effet donné.

Tableau V : Combinaison entre huile essentielle de Mentha aquatica et huile essentielle de
Origanum vulgare

Combinaison IC50 IC50c¢ FIC50 FIC50c¢ FIC50 effet
(pg/ml) (ng/ml) moyenne

Menthe 366.4264 141.932

Origan 41.997 28.623

366.4264

YuRIRIpur
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Menthe

366.4264

156.636

origan

41.997

63.177

Tableau IV: Combinaison d’huile essentielle de la menthe avec Vit E et le thymol

Combinaison

IC50
(ng/ml)

366.4264

IC50c¢
(ng/ml)

301.126

FIC50 FIC50c FIC50 effet
moyenne

I

Menthe
Vit E

Menthe

3.182
366.4264

0.5966
460.32

YURIRIpU

Vit e

Menthe

3.182
366.4264

0.456
131.0633

0.357

VitE

3.182
366.4264

0.5193

0.163

0.812 1.008

0.187
1.399 0.975
0.5206

Menthe
Thymol

87.4715
366.4264

419.402

1.256

1.144

Menthe
Thymol

87.4715
366.4264

23.801
248.700

0.272
0.678

0.143
1.158
1.299
1.416

Jsiuogejue

Menthe
thymol

87.4715

56.456

0.645

1.323

Tableau VII : Combinaison d’huile essentielle de menthe avec polyphénol de Pulicaria
odora et Hyociamus albus

Combinaison

I1C50
(ng/ml)

IC50¢ FICS0 FICS0c FICS0 Effet
(ng/ml) moyenne

Menthe 366.4264 319.347 0.871 1.079

Pol. P odora 30.793 6.410 0.208 -
=

Menthe 366.4264 446.254 1.217 1.362 1.250 ?,;
=g

Pol. P odora 30.793 4.478 0.145 %
=

Menthe 366.4264 324.781 0.886 1.309 -

Pol. P odora 30.793 13.03 0.423

Menthe 366.4264 331.814 0.905 2.578 antagonist

Pol. H albus 4.6842 1.648 0.3551
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Menthe 366.4264 491.008 1.34 1.6
Pol. H albus 4.6842 1.2198 0.26

Menthe 366.4264 263.405 0.718 1.276
Pol. H albus 4.6842 2.617 0.558

Tableau VIII : Combinaison d’huile essentielle d’origan avec polyphénol de Pulicaria odora
et Hyociamus albus

Combinaison [l IC50 FICS0 FICS0c FICS0
(ng/ml) moyenne

Origan 41.9973 0.877 0.996
Pol. P odora 30.793 0.119
Origan 41.9973 0.761
Pol. P odora 30.793
Origan 41.9973 0.526
Pol. P odora 30.793
Origan 41.9973 0.981
Pol. H albus 4.6842
Origan 41.9973 1.367 1.060
Pol. H albus 4.6842
Origan 41.9973 0.522 0.833
Pol. H albus 4.6842 0.311
Tableau IX: combinaison d’huile essentielle d’origan avec Vit E et le thymol
Combinaison IC50 IC50c FIC50 FIC50c¢ FIC50 Effet
(ng/ml) (ng/ml) moyenne
Origan 41.9973 51.72 1.231 1.391
Vit E 3.182 0.509 0.160
1.307

ml

YURIRPJIpU

Origan 41.9973 60.602 1.443 1.539
n 3.182 0.307 0.096
Origan 41.9973 23.165 0.551 0.993

Vit E 3.182 0.615 0.193 -

Origan 41.9973 36.28 0.863 0.981 -

JUAIPHIpU
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87.4715

Origan 41.9973 1.139 1.284
Thymol 87.4715 0.154

41.9973 1.37
87.4715

Les résultats obtenus montrent que les associations étudiées ont donné soit des effets
indifférents soit des antagonistes et un seul effet synergique a été observé avec 1’association :

HE d’Origanum vulgare avec les polyphénols de Pulicaria odora.

Les polyphénols de pulicaria odora associés aux phénols contenus de I’HE de I’origan
(carvacrol) qui eux méme ont une bonne activité antioxydante ont permis de potentialiser

I’activité antioxydante.

Plusieurs travaux ont monté I’efficacité des phénols dans I’effet scavenger du radical

DPPH (Salin et al,.2004)

Les HE riches en carvacrol et thymol sont en général les principaux antioxydants
(Barrate et al,.1998 ;Miloseral,.2000 ) ; alors se n’est pas surprenant d’aboutir a une
potentialisée lorsque les deux extraits associés sont tous les deux riches en composés

phénoliques.
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CONCLUSION

Cette étude a été consacrée a I’étude de Dactivité antioxydante de deux huiles
essentielles utilisées seules ou en associations.

Nous avons constaté au terme de notre travail que I’HE d’origan a une meilleure
activité antioxydante que celle d’huile essentielle de la menthe. Ceci est probablement en
rapport avec la composition chimique de I’huile d’origan qui d’apres la bibliographie est riche
en carvacrol et thymol ; les composés qui présentent les meilleurs activités antiradicalaires
En association avec d’autres composés ces deux huiles ont donné différents effets :
antagoniste indifférent synergique.

En thérapeutique les effets synergiques sont recherchés pour potentialiser 1’activité des
molécules associées, il serait intéressant de tester d’autre associations entre ’HE d’origan et
d’autres composés phénoliques purs ou des extrait méthanoliques de plantes riches en phénols
pour sélectionner les association synergiques.

I1 serait egalement profitable de tester ces associations avec d’autres radicaux tels que
I’ABTS et, de rechercher leurs effets sur d’autres activités biologiques telles que I’activité
antidiabetique, anticancereuse ce qui permettre d’utiliser moins de substances chimiques et de

reduire ainsi leur toxicité.
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Annexe : Détermination des 1C50 avec le logiciel Origin
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Résume : La résolution du probléme de la résistance aux antibiotiques, qui est en expansion,
reste un grand défie pour traiter les maladies infectieuses. La synergie entre les molécules
antioxydantes a aussi un grand intérét surtout pour 1’industrie alimentaire. Le but de ce travail
est d’étudier I’activité antioxydante des deux huiles essentielles (HE) Mentha aquatica et
Origanum vulgare et d’autres associations entre les huiles précitées et des composés
phénoliques extraits a partir d’autres plantes et/ou le thymol et DL-a-tocophérol (Vit E)
antioxydants de référence. L’activité antioxydante a été évaluée par la capacité de piégeage
(réduction) du radical libre DPPH. HE de la menthe a montré une faible activité antioxydante
(IC50 = 366.426g/ml) .En revanche, ’HE d’origan a montré une trés bonne activité
antioxydante (IC50=41.997pg/ml) mais moins bonne que celle de POL P. odora
(IC50=30.793 pg/ml) et celle de Pol H. albus (IC50=4.684) et celle de vit E (IC50=3.182
ug/ml). Une synergie a été observée entre HE d’origan et POL P.odora sur le piégeage du

DPPH mais des effets antagonistes et indifférences sont obtenus avec d’autres associations.

Mots Clés : Origanum vulgare, Mentha aquatica, huile essentielle, antioxydant, DPPH,

synergie.

Abstract: Solving the problem of antibiotic resistance, which is expanding, remains a great
challenge to treat infectious diseases. The synergy between the antioxidant molecules also has
a great interest especially for the food industry. The purpose of this work is to 'Designed
antioxidant activity of both essentielleq oils (EO) Mentha aquatica and Origanum vulgare
and other associations between the aforementioned oils and phenolic compounds extracted
from other plants and / or thymol and DL-a-tocopherol (Vit E) antioxidants reference.
L'activité antioxidant was evaluated by the scavenging capacity (reduction) of the free radical
DPPH. HE mint showed low antioxidant activity (IC50 = 366.426ug / ml) .In contrast, the
oregano HE showed a very good antioxidant activity (IC50 = 41.997ug / ml) but worse than
that of P. POL odora (IC50 = 30 793 g/ ml) and that of Pol H. albus (IC50 = 4.684 mu.g / ml)
and that of vit E (IC50 = 3.182 .mu.g / ml). A synergy was observed between ET and oregano
POL P.odora trapping DPPH but antagonistic effects and indifference are obtained with other

associations.

Keywords: Origanum vulgare, Mentha aquatica, Essential oil, antioxidant, DPPH, synergy.
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