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INTRODUCTION

Depuis longtemps, la recherche de nouvelles molécules médicamenteuses d’origine
naturelle repose sur les plantes médicinales et sur les études ethnobotaniques qui
permettent de réaliser des inventaires de plantes d’une région, en déterminant leur qualité

par des études phytochimiques et pharmacologiques (Muanda et al., 2009).

De ce fait, la valorisation des ressources naturelles est une préoccupation qui devient de
plus en plus importante dans de nombreux pays (Aboughe Angone et al., 2015).
L’Algérie, pays connu pour ses ressources naturelles, dispose d’une flore singulierement
riche et variée. Environ 3 000 espéces de plantes dont 15% endémiques et appartenant a

plusieurs familles botaniques (Dif et al., 2015).

Les différentes substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples dans
le systeme de soins traditionnels et dans les différentes industries comme 1’alimentation, la
cosmétologie et en dermopharmacie (Hebi et al., 2016).Parmi ces substances, les
métabolites secondaires comme les huiles essentielles qui se sont surtout illustrées en

thérapeutique (Mechergui et al., 2016).

Quant a leur possible effet contre certaines maladies, les huiles essentielles ont été
largement étudiées pour leurs activités biologiques et constituent également un axe

important pour les chercheurs (Djerrad et al., 2015).

Par ailleurs, les genres qui sont capables de les élaborer sont rassemblés dans un nombre
restreint de familles comme les : Lamiaceae, Lauraceae, Asteraceae, Rutaceae,

Myrtaceae, Poaceae, Cupressaceae, Piperaceae (Mahendra et al., 2017).

La famille des Lamiaceae, est ’'une des familles les plus importantes dans la flore
algérienne et la plus utilisée par les thérapeutes traditionnels. Les especes de cette famille
sont réputées actives grace aux composés bioactifs qu’elles referment (Kechar et al.,
2016).

C’est dans ce contexte que la présente étude a été menée et qui consiste sur :

» L’extraction des huiles essentielles de deux labiées Origanum glandulosum et
Rosmarinus officinalis.
» L’évaluation in-vitro de D’activité antioxydante et anti-inflammatoire de ces huiles

essentielles seules et en combinaison.
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CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Huiles essentielles

1.1.1. Définition

Selon AFNOR (Association Francaise de Normalisation) : « ce sont des produits
obtenus a partir de matiéres premiéres d’origine végétale, soit par entrainement a la
vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe frais de certains agrumes,
soit par distillation et qui sont ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés

physiques » (Bruneton et al., 1999).

Pour certains auteurs, il est important de distinguer huile essentielle et essence (Carette
etal., 2000) :

e [Essence: sécrétion naturelle élaborée par ’organisme végétal, contenue dans
divers types d’organes producteurs, variables selon la partie de la plante considérée.
e Huile essentielle : est un extrait naturel de matiéres premiéres d’origine végétale,
obtenu par distillation par la vapeur d’eau, ¢’est-a-dire que 1’huile essentielle est

I’essence distillée.

1.1.2. Répartition et localisation

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs (Khia et
al., 2014). Leur composition chimique est d’une grande complexité, ce qui les rend
spécifiques car chaque huile essentielle regroupe en réalité plusieurs substances
aromatiques trés élaborées et trés différentes. Les huiles essentielles peuvent étre stockées
dans toutes les parties de la plante (fleurs, feuilles, fruits, graines, écorces, tiges, etc) avec
une quantité plus importante au niveau des parties supérieures (fleurs et feuilles) (Aboughe
Angone et al., 2015).

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la

cellule et recouvertes d’une cuticule (Teucher et al., 2003).

L’accumulation de ces métabolites secondaires, se fait généralement au niveau des
structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur la surface de la plante telle que
les poils sécréteurs, les poches sécrétrices et les canaux secréteurs pour les Astéracees
(Teucher et al., 2003).
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CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.3. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de trés faible masse
moléculaire (Degryse et al., 2008). Elles sont liquides a température ambiante mais aussi
volatiles, ce qui les différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles
dans les solvants organiques usuels ainsi que dans I’alcool, entrainables a la vapeur d’eau

mais trés peu solubles dans 1’eau (Couic-Marinier et al., 2013).

Elles présentent une densité en général inférieure a celle de 1’eau et un indice de
réfraction élevé (Desmares et al., 2008). Elles sont pour la plupart colorées : ex : rougeéatre
pour les huiles de cannelle et une variété de thym, jaune péle pour les huiles de sauge
sclarée et de romarin. Elles sont altérables et sensibles a I’oxydation ; Par conséquent, leur

conservation nécessite de 1’obscurité et de I’humidité (Couic-Marinier et al., 2013).
1.1.4. Composition chimique et biosynthese des huiles essentielles

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s'agit de mélanges
complexes et éminemment variables de constituants appartenant exclusivement a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les composés terpéniques
tels que les monoterpénes et terpenes sesquiterpéniques ;et les composes aromatiques
dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents comme 1’alcool cinnamique. Elles
peuvent également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu
des constituants non volatils comme les acides, alcools, aldéhydes, esters, etc) (Bakkali et
al., 2008 ; Couic-Marinier et al., 2013).

La biosynthese des constituants de ces huiles essentielles emprunte deux voies utilisant
comme intermédiaires soit I’acide mévalonique, soit 1’acide shikimique respectivement

pour les terpenoides et les phénylpropanoides (Singh et al., 1990).
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CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.4. Facteurs affectant la variabilité de la composition des huiles essentielles

Les activités biologiques a large spectre des huiles essentielles pourraient étre attribuées
a la complexité et a la variabilité de leur composition chimique qui sont influencées par de

nombreux facteurs (Mahendra et al., 2017).

Divers travaux ont démontré que le contenu de I'huile essentielle peut changer en
fonction des différences de culture, d'origine, de stade végétatif mais également de facteurs
environnementaux comme la température, la pression atmosphérique, la vitesse du vent,

l'augmentation des précipitations et lI'altitude (Djerrad et al., 2015).

Ces facteurs influent sur la croissance de la plante (Korner, 2007), la physiologie et la
morphologie des plantes, I'écologie des génes et les tendances des organes qui dans le sens

chimique, conduisent a la différenciation entre les especes (Reisch et al., 2005).

En outre, d'autres études ont révélé une grande variabilité dans la composition chimique
des huiles essentielles, qui était principalement corrélée a la variation géographique,
conditions environnementales et agronomiques (Moghtader et al., 2009), temps de récolte

et méthodes d'extractions (Djouahri ef al., 2013).

1.1.5. Toxicité des huiles essentielles

Comme pour un médicament, il existe pour chaque huile essentielle un équilibre entre le
bénéfice et le risque qui doit aussi étre envisagé en fonction du sujet. L’application
cutanée, des HEs contenant des furocoumarines et pyrocoumarines (huile de Citrus) ou
méme leur prise par voie orale, peut provoquer sous I’effet prolongé du soleil, des

réactions érythémateuses susceptibles de favoriser la carcinogénése (Bakkali et al., 2008).

Aussi, I’absorption orale des HEs riches en monoterpénes sur de longues périodes peut
enflammer et détériorer a terme, les néphrons (les unités fonctionnelles du rein). C’est ce

que I’on nomme une néphrotoxicité (Cuic Marinier et al., 2013).

De plus I'usage des HEs en application locale, en parfumerie ou en cosmétique, peut
générer des irritations, allergies voir photosensibilisation. C’est le cas de I’huile essentielle
de Thym, d’Origan, de la Sarriette (huiles riches en thymol ou en carvacrol) qui sont
connues pour leur pouvoir irritant et agressif (Bakkali et al., 2008).
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CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.2. Plantes médicinales

Ces dernieres années, les plantes aromatiques et médicinales (PAM) ont suscité
beaucoup d’intérét dans le domaine thérapeutique. En effet, les substances naturelles
extraites de ces plantes ont permis de grandes avancées en raison de leur valeur ajoutée

dans la préparation de nombreux produits (Amarti et al., 2011).

Par ailleurs le continent africain est doté de la plus riche biodiversité dans le monde,
avec beaucoup de plantes utilisées comme herbes, aliments naturels et a des fins
thérapeutiques (Khia et al., 2014).

Les Lamiaceae (Labiatae) comprennent environ 260 genres et 7000 espéces largement
distribuées dans la région méditerranéenne (Mechergui et al., 2010). Le genre Origanum
est I'une des plantes économiquement importantes de cette famille (Giani et al., 2007) ;
ainsi que le genre Rosmarinus qu’est caractérisé par une vaste diversité morphologique et

chimique (Bellumori et al., 2016).

1.2.1. Rosmarinus officinalis
1.2.1.1. Description botanique

Rosmarinus officinalis (Figure 01), communément appelé romain appartient a la famille
des lamiacées ; c’est une plante trés connue dans les pays occidentaux, trés cultivé dans les
régions meéditerranéenne (Wollinger et al., 2016) et qui possede les caractéristiques
suivantes (Bellakhdar., 2006) :

e Arbrisseau aromatique touffu, rameux, d’environ 1m de hauteur, a tiges ligneuses.

e Feuilles pouvant atteindre 3cm de long et 4mm de large, sont étroitement
lancéolees, acaules, et friables ; le bord est involuté vers le bas (rangee supérieure).
Les jeunes feuilles sont pubescentes sur la face supérieure, alors que les plus agéees

sont glabres. Elles sont ridées et striées en raison d‘une nervure médiane enfoncée.

e Fleurs apparaissant des janviers ; groupées en grappes axillaires et terminales dans

la partie supérieure des rameaux.

e Ces inflorescences spiciformes portent en toute saison des fleurs subsessiles.

e Le fruit est un akéne brun.
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CHAPIIRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.2.1.2. Classification botanique

Cette classification est faite selon (Gaussen et al., 1982)

Régne : Végetal
Embranchement : Spermaphytes

Sous- embranchement : Angiospermes

Classe : Décotylédone

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae,labiées

Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus officinalis  Figure 01 : Photographie de R.officinalis

(Ayadi et al., 2011)

1.2.1.3. Utilisation traditionnelle

Le romarin (Rosmarinus officinalis) est une source trés riche de phénols bioactifs qui
sont principalement responsables de la bioactivité de la plante ; la raison de son utilisation
dans la médecine traditionnelle pendant des siécles (Ribeiro-Santos et al., 2015).

Les extraits du romarin sont utilisés dans un large éventail d'applications, y compris la

conservation des aliments et les produits cosmétiques (Lee et al., 2011).

R. officinalis, largement trouvé dans les pays de la Méditerranée occidentale, est bien
connu pour ses nombreuses utilisations dans la cuisine et ses propriétés pharmacologiques.
L'huile essentielle obtenue a partir des feuilles de la plante sont également utilisées pour
préparer des extraits phénoliques qui sont des remedes naturels pour un certain nombre de

maladies courantes (Bellumori et al., 2016).

Les constituants antioxydants les plus importants de cette espece végétale sont I'acide
carnosique, l'acide caféique et ses dérivés tels que I'acide rosmarinique (Figure 02), qui ont

une activité antioxydante puissante (Moreno et al., 2006).

Plusieurs activités biologiques ont été décrites pour l'acide rosmarinique comme
antioxydant, antiviral, antibactérien et antimutagene (Osakabe et al., 2004). Récemment, il

a été signalé que ce composé pourrait étre un agent thérapeutique dans le traitement de la
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CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

maladie d'Alzheimer (Ono et al., 2004). Des études sur l'acide carnosique et son dérivé
hydroxylé oxydatif carnosol, ont montré qu'ils avaient des effets anti-inflammatoires et
anti-tumoraux (Masuda et al., 2002).

OH

OH OH
a o " ':IH. . OH HO A HO -
| 1 HDG?
o . N <S
HO™ A J .‘ o M
OH H H
Rosmarinic acid Carmnosic acid Camosol

Figure 02 : Les structures chimiques des principaux composants antioxydants présents

dans les feuilles du romarin (Wollinger et al., 2016).

1.2.1.4 Composition chimique de I’huile essentielle

L'huile essentielle du Rosmarinus officinalis est généralement obtenue par
hydrodistillation; elle est incolore ou légerement jaune. Les composants majoritaires sont

représentés dans le (Tableau I) (Wollinger et al., 2016).

Tableau I : Composants principaux de I’huile essentielle du Rosmarinus officinalis
(Wollinger et al., 2016).

Composé Pourcentage (%) dans les feuilles de la plante
1.8-cinéole (15-30) %
Camphre (10-25) %
a -pinéne (10-25) %
Borneol (3-20) %
Camphene (5-10) %
Acétate de bornyle (1-5) %

Les structures chimiques de ces composants sont présentées dans la (Figure 03) :
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CH,
H,C CH, CH, HC H,C CH,
=) H.C
CH, H
CH, h
Hi CH, HO
“ © : CH, He  [oeH,
Camphor 1.8-Cineol u-Pinene Bomeol a-Terpineol

Figure 03: Les structures chimiques des composants de I’HE du romarin
(Wollinger et al., 2016).

1.2.2. Origanum glandulosum
1.2.2.1. Description botanique

Origanum glundulosum (Figure 04), est une plante herbacée ou sous ligneuse a la base ,
a tiges toutes dressees, epis denses, a fleurs restant contigués apres la floraison, corolle de
couleur blanchétre a lévres inferieure, bien plus longue que la Iévre supérieure, calice non
bilabié a 5 dents subégales, avec un épi linéaire glabre ou faiblement pubescent (Quezel et
santa, 1963).

D’aprés Quezel et santa (1963), seulement trois espéces du genre Origanum, sont
répertoriées au niveau du territoire Algérien a savoir: Origanum majorana L, Origanum

glandulosum Desf et Origanum floribundum Mundy.

1.2.2.2. Classification botanique
Cette classification est faite selon (Gaussen et al., 1982).
Régne : Végetal

Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae, labiées
Genre : Origanum

Espeéces : Origanum glandulosum

Figure 04 : Photographie d’O.gladulosum
(Bendahou et al., 2008)

FSNYV 8 Juin 2017



CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.2.2.3. Utilisation traditionnelle

Origanum glandulosum est largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour ses
propriétés thérapeutiques (contre la coqueluche, la toux, la fiévre et la bronchite)
(Mechergui et al., 2016).

En raison de la variabilité de la composition chimique, les plantes d'Origanum sont
largement utilisées comme herbe culinaire, pour aromatiser les produits alimentaires et les
boissons alcoolisées et pour leurs propriétés pharmacologiques, y compris les activités
antibactériennes, antioxydantes, antithrombines et antihyperglycémiques (Khalfi et al.,
2008).

1.2.2.4. Composition chimique de I’huile essentielle

Plusieurs études ont démontré que les plantes du genre Origanum, renferment des huiles

essentielles, des acides phénoliques et des flavonoides (Nakiboglu et al., 2007).

Thymol, carvacrol, p-cymene et y-terpinéne sont les principaux composants des huiles
essentielles d'Origanum glandulosum (Tableau I11) (Mechergui et al., 2016).
Tableau Il : Composition chimique de I’huile essentielle d’O.glandulosum
(Mechergui et al., 2016).

constituants Pourcentage (%)
Thymol 43.7 %
Carvacrol 2.9 %
P-cymene 12.7 %
y-terpinéne 27.1 %
B -Myrcene 25%
a -terpinene 3.2%
a -Thujene 1.1%
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1.3. Activités biologiques

1.3.1. Activité antioxydante
1.3.1.1. Radicaux libres et stress oxydatif

Plusieurs réactions biologiques, requises pour le fonctionnement normal de I'organisme,
se déeroulent dans les cellules et les tissus du corps. Ces réactions provoguent souvent la
génération d'espéces avec des électrons non appariés appelés radicaux libres. Ces radicaux
libres comprennent les especes réactives oxygenées (ERO), les espéces réactives d'azote
(ERN) et les espéces réactives de soufre (ERS) (Taofiq et al., 2016).

Le corps a genéralement des mécanismes pour équilibrer la production des ROS et la
neutralisation au moyen de son pool antioxydant intrinseque, mais la plupart du temps, elle
peut s'affaiblir en raison de la production excessive des ROS, induisant le stress oxydatif
(Moreno et al., 2016).

Dans les systéemes biologiques, le stress oxydatif est la consequence d'un désequilibre
entre la production de radicaux libres et leur destruction par des systemes de défenses

antioxydante (Taofiq et al., 2016).

Autrement dit, Si la capacité de I'organisme a neutraliser les radicaux libres s’excéde, ils
peuvent conduire a I’apparition de plusicurs maladies, dont les maladies cardiovasculaires,

certains types de cancers et d’autres maladies associées au vieillissement (Wollinger et al.,

2016).
1.3.1.2. Antioxydants

Les antioxydants (AO) sont des composés qui peuvent inhiber ou retarder I'oxydation
des lipides et d'autres biomolécules, en bloquant I'initiation ou la propagation des réactions

en chaine oxydante (Wollinger et al., 2016).

Ces réactions peuvent causer des dommages fonctionnels au corps humain, comme le
cancer ou les maladies cardiovasculaires. Les antioxydants peuvent empécher ce processus
en raison de leurs propriétés redox comme le comportement réducteur, le don d'hydrogéne
(Moreno et al., 2006). Ils peuvent étre classes en deux groupes selon le niveau de leur

action : les antioxydants primaires et les antioxydants secondaires (Cillard et al., 2006).
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1.3.1.3. Mode d’action d’un antioxydant

D’une manicre générale, un antioxydant peut empécher I’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’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérives de

phénols (Zielinski et al., 2012).

En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la
délocalisation par résonnance et par manque de position appropriées pour étre attaqué par
I’oxygene moléculaire (Cillard et al., 2011).

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’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 puisse réagir avec
un nouvel acide gras .tandis que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de

I’oxygene singulet pour la transformer en chaleur (Cillard et al., 2006).

1.3.1.4. Types d’antioxydants

Les tissus végétaux contiennent un réseau de composés qui contrblent le niveau
d'especes réactives d'oxygene (Moreno et al., 2006). L’effet oxydatif de ces derniéres peut

étre minimisé par l'utilisation d’antioxydants. Il existe deux sources d'antioxydants :

e Sources synthétiques: Ils constituent une source importante d’antioxydants comme
I'nydroxytoluene butylé (BHT) et I'nydroxyanisole butylé (BHA) (Mechergui et al.,
2010).

e Sources enzymatiques: Les antioxydants d’origine alimentaire sont nombreux,
certains sont liposolubles comme le tocophérol; B carotene; lycopene, d’autres sont
hydrosolubles comme 1’acide ascorbique; et d’autre sont plus hydrosolubles que

liposolubles comme les polyphénols (Moreno et al., 2006).

Les antioxydants synthétiques sont nocifs et cancérogénes; pour cette raison,
I'application d'extraits de plantes naturelles comme antioxydants enzymatiques dans

I'industrie alimentaire devient de plus en plus importante (Wollinger et al., 2016).
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En outre, il a été rapporté que l'utilisation d'antioxydants naturels peut protéger les effets
nocifs des radicaux libres induits chez le corps humain (Niki, 2012). Dans ce contexte, les
huiles essentielles et leurs composants ont été intensément criblés pour leurs activités
antioxydantes dans les industries alimentaires, en raison de leur état de sécurité relative et

de leur large acceptation par les consommateurs (Mothana et al., 2012).

1.3.2. Activité anti-inflammatoire
1.3.2.1. Réponse inflammatoire

L’inflammation est un moyen de défense naturelle des organismes supérieurs contre
toute agression extérieure (infection, blessure, agression meécanique, etc) (Yougbaré-
Ziébrou et al., 2016). Autrement dit la réponse inflammatoire est une réponse adaptative
engendrée en réponse a des stimuli nocifs. Elle nécessite une régulation fine, généralement
bénéfique, elle conduit a 1’élimination d’éventuels pathogénes et au retour a ’homéostasie

du tissu lésé (Wantida et al., 2016).

1.3.2.2. Aspects biologiques de I’inflammation

L’inflammation se manifeste par quatre signes cardinaux (la rougeur, 1’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 barriere endothéliale et de la migration des leucocytes vers le tissu 1ésé pour une

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

1.3.2.3. Inducteurs de ’inflammation
Les inducteurs d'inflammation sont nombreux et variés, ils peuvent étre exogenes ou
endogénes :
¢ Inducteurs exogenes : comme les corps étrangers (micro-organisme : bactéries virus,
etc), les allergénes, les toxines, les motifs moléculaires associés aux pathogénes
(PAMPs) (Medzhitov et al., 2008).
e Inducteurs endogenes: la mort cellulaire, réactions inflammatoires secondaires,
cristaux endogenes, dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) (Medzhitov et
al., 2008).

FSNV 12 Juin 2017



CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.3.2.4. Mécanisme d’action des anti-inflammatoires

La réponse inflammatoire impliqgue de nombreux enzymes parmi lesquels les
lipoxygénases et les cycloxygénases (COX 1 et COX 2) qui synthétisent des médiateurs
pro-inflammatoires tels que les leucotrienes et les prostaglandines a partir de 1’acide
arachidonique (Yougbaré-Ziébrou et al., 2016). De plus, la surproduction de médiateurs
inflammatoires tels que les interleukines (IL 1P, IL-6, IL-8), le facteur de nécrose tumorale
(TNF-a), le facteur nucléaire-kB (NF-k B), la molécule d'adhésion (ICAM-1) peuvent

conduire & des maladies inflammatoires et au cancer (Taofiq et al., 2016).

Les inflammations aigués peuvent se guérir de maniere spontanée ou avec un traitement
en faisant appel aux anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens.
Ces molécules bien qu’étant efficaces sont associées a des effets iatrogenes tels des
dommages digestifs et des toxicités rénales (insuffisance rénale aigué). En raison de ces
problémes iatrogénes, il est impérieux d’orienter la recherche de nouveaux agents
thérapeutiques anti-inflammatoires vers les plantes medicinales qui constituent une source

potentielle de molécules naturelles anti-inflammatoires (Yougbaré-Ziébrou et al., 2016).

En effet de nombreuse études ont révélé que ces plantes, ainsi que leurs composés isolés
tels les terpenes, les composés phénoliques, les stérols, les acides gras et d'autres
métabolites bioactifs présentent un potentiel anti-inflammatoire basé sur leur capacité a
réduire la production des médiateurs inflammatoire ou par d’autres mécanismes €n
bloguant les voies de cyclooxygénase et la lipoxygénase. Par conséquent, trouver des
inhibiteurs naturels d'une ou deux étapes dans la voie NF-kB (facteur de transcription qui
régule Il'expression de plusieurs cytokines et enzymes pro-inflammatoires) est crucial dans

la prévention de l'inflammation (Taofiq et al., 2016).
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I1.1. Matériel végétal

11.1.1. Récolte des plantes

La présente étude est portée sur deux espéces de plantes de la famille des labiées qui

sont I’origan (Origanum glandulosum) et le romarin (Rosmarinus officinalis).

Les plantes ont été récoltées au cours du mois du mars 2017 dans la région de
BOUKHLIFA située a 45Km a I’Est de Bejaia. L’identification des taxons retenus est
effectuée au sein du laboratoire d’écologie végétale de 1’université de Bejaia en utilisant la

clé de détermination de de la flore de Quezel et Santa (1963).
I11.1.2. Séchage

Les feuilles des plantes fraichement récoltées sont lavées a I’eau courante afin de les

débarrasser de la poussiére et d’autres particules, ensuite séchées a température ambiante et

a I’abri de la lumiére pour empécher la photo-oxydation (Figure 05).

(@) (b)

Figure 05 : Feuilles des plantes aprés séchage (O.glandulosum (a) et R.officinalis (b)).

111.1.3. Broyage

Le matériel végétal séché a été ensuite broyé a 1’aide d’un broyeur électrique en une
poudre fine pour obtenir une structure granulaire homogene, et conservés dans des flacons

en verre en vue de leur analyse.
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11.2. Huiles essentielles

11.2.1. Procédé d’extraction

L’obtention des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil
de type Clevenger (Khia et al., 2014). La méthode appliquée est celle décrite dans la
Pharmacopée européenne en 2008 et selon les recommandations de 2008 de 1I’Agence
francaise de sécurité sanitaire des produits de santé. Trois distillations de 200 g de matériel
veégetal ont été réalisées pendant deux heures dans un ballon de deux litres 60 cm de

longueur reliée a un réfrigérant (Figure 06) (Wollinger et al., 2016).

L’huile essentielle a été conservé dans des tubes en verre fumé a ’abri de la lumiére et
a une température entre 0 et 4 °C afin de préserver au maximum I’intégrité de ces

molécules (Reyes-Jurado et al., 2015).

Figure 06 : Dispositif d’hydrodistillation utilisé a 1’échelle du laboratoire.

11.2.2. Calcul du rendement

Il est exprimé en pourcentage (%) et calculé d’aprés la relation suivante (Ndoye et al .,

2016) :
R=Pa /Pb.100
ou:

R : rendement en huile essentielle (%).

Pa : poids de I’huile essentielle extraite en g.
Pb : poids de la plante en g.
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11.3. Evaluation in-vitro de I’activité antioxydante
11.3.1. Effet scavenger du radical DPPH
e Principe

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl)
de couleur violette se réduit en 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazine de couleur jaune (Figure
07), dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité réductrice
des antioxydants présents dans le milieu (Wollinger et al., 2016). Autrement dit, il a une
forte absorption a une longueur d'onde d'environ 517 nm en raison de la présence d'un
électron non apparié ; au fur et a mesure que cet électron devient apparié en présence d'un
antioxydant (donneur d'hydrogéne), la force d'absorption diminue (Mechergui et al.,

2016).

ON iy .

Q i M Nes oxidized
N—N- NO, + Antioxidant —— N—H— NO, + form of

@ 2.4 - antioxidant

Absorbance

0.0 . . . . . . . - - . ,
300 400 500 600 700 800 900

Wavelength (nm)

Figure 07 : Réaction entre le radical DPPH (violet) et un antioxydant donnant la molécule
de DPPH neutralisée (jaune). Les spectres UV/VIS correspondants sont également affichés
(Wollinger et al., 2016).
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e Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des radicaux libres DPPH des huiles essentielles des plantes
étudiées est effectué selon la méthode rapportée par (Wu et Ng, 2008) , avec une légeére

modification.

-Préparation de la solution DPPH

La solution de DPPH 0.1 mM a été préparée par solubilisation de 2 mg de DPPH dans
50 ml de meéthanol, puis conservé a 1’abri de la lumiére dans un flacon opaque pour

empécher sa dégradation (Wu et Ng, 2008).

-Réalisation du test

Une solution méthanolique de DPPH a 0.1 mM est mélangée avec différentes
concentrations croissante de I’HE d’Origanum glandulosum et de Rosmarinus officinalis.
Le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min a température ambiante, les absorbances

sont mesurees a 517 nm (Figure 08).

L’acide ascorbique a été utilisé comme contrdle positif ; et le méthanol comme contréle

négatif pour la préparation des différentes dilutions des HEs.

1 ml DPPH 3 ml d’HE ou du
(0.1mM) standard

Incubation 30 min a
I’obscurité et a
température ambiante

N/

Lecture d’absorbance a
517nm

Figure 08 : Protocole de réduction de radical DPPH (Wu et Ng ,2008).
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e Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé comme suit :

tage d'inhibition % = 22SC=AbST 100
pourcen age mniottion Y = AbS C

Ou :

Abs T : absorbance de test.

Abs C : absorbance de controle.

NB : le contrdle négatif contient le méthanol a la place d’HE et le standard.

11.3.2. Test du pouvouir réducteur

e Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antiradicalaire. Cette
technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®")
présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*) (Figure 09): la liaison de ce

dernier au ligand crée une couleur bleu marine tres intense (Bentabet et al., 2014).

L'absorbance peut étre suivie a 595 nm et elle est corrélée avec la quantité
d'antioxydants. Trolox ou l'acide ascorbique ont été utilisés comme références (Bentabet
etal., 2014).

e Mode opératoire

La détermination du pouvoir réducteur est réalisée selon la méthode de (Oktay et al .,
2003) comme I’indique la (Figure 09).

- Préparation des solutions

* Préparation de tampon phosphate a 0.2 M (pH=6,6) :
Des différentes quantités des sels : KCL, KH,PO,, K;HPO, et NaCl dissout dans de
I’eau distillée.

* Les solutions de [K3Fe(CN)g] , TCA et ( FeCls) ont été préparées dans 1’eau distillée.
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- Réalisation du test

On introduit dans des tubes a essai 1 ml de I’extrait a différentes concentrations, 2,5 ml
d’une solution tampon phosphate a 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d’une solution de ferricyanure
de potassium [K3Fe(CN)g] a 1%. On incube le mélange au bain marie a 50°C pendant 20
minutes, puis on lui ajoute 2,5 ml d’acide trichloroacétique (TCA) a 10% et on centrifuge a
3000 rpm pendant 10 minutes. 2,5 ml du surnageant sont prélevés puis additionnés a 2,5 ml
d’cau distillée et 0,5 ml d’une solution de chlorure ferrique FeCl; a 0,1%. En fin, une
lecture d’absorbance est faite a 700 nm a 1’aide d’un spectrophotometre contre un blanc

préparé dans les mémes conditions en remplagant 1’extrait par I’cau distillée.

L’acide ascorbique est utilis¢ comme contrdle positif dans ce test dont I’absorbance est

mesurée dans les mémes conditions que les échantillons.

e Expression des résultats
Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés.
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2,5 ml de
Ferricyanure
de
potassium
(1%)

0,5 ml de
chlorure de Fer
FeCl; 0.1 %

MATERIEL ET METHODES

1 ml d’HE ou du standard

——

Bain Marie
a 50° C/20

min

[

Centrifugation a 3000 rpm
pendant 10 min

2.5 ml
d’eau
distillée

2,5 ml de
tampon
phosphate
(0.1M)

pH=6.6

2,5 ml
du
surnageant

v

Lecture a 700 mm

Figure 09 : Protocole de détermination du pouvoir réducteur (Oktay et al., 2003).
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11.4. Evaluation in-vitro de P’activité anti-inflammatoire

11.4.1. Inhibition de la dénaturation protéique (Albumine Humaine)
e Principe

La dénaturation affecte presque toutes les propriétés physico-chimiques des molécules ;
elle varie considérablement avec les divers agents physiques et chimiques qui I'entraine et
aussi selon le caractére et la concentration des solutions protéiniques (Mizushima et
Kobayashi, 1968). Cette dénaturation est souvent associée a une inflammation ; par
consequent, l'inhibition de la dénaturation des protéines a été largement utilisée comme
modeéle de dépistage in- vitro pour 1’évaluation de l'activité anti-inflammatoire (Chaiyana
et al., 2016).

e Mode opératoire
L’effet inhibiteur in-vitro des huiles essentielles d’Origanum glandulosum et de
Rosmarinus officinalis a été déterminée en utilisant la méthode décrite par (Habibur et al.,

2012) avec certaines modifications.

-Réalisation du test

On prépare des solutions de 0.5 ml qui consistent en 0.45 ml de solution d’albumine
humaine & 2% et 0.05 ml des différentes concentrations croissantes des huiles essentielles
et de standard : le diclofénac, qu’est un médicament anti-inflammatoire. Les échantillons
ont été incubés a 37C° dans le bain marie pendant 20 min, puis a 57 C° pendant 30 min.
Aprés refroidissement des échantillons ; 2.5 ml du tampon phosphate (pH =6.3) a été
ajouté a chaque tube. Pour le contrdle, on utilise 0.05 ml de I’eau distillée a la place de

I’HE et de standard (Figure 10).

La turbidité de la solution d’albumine est suivie par la lecture de I’absorbance a 660 nm.
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450 pl Albumine humaine

50 pl extrait ou standard

[ Incubation 20 min a 37°C ]

4

Incubation 30 min a 57°C ]

N

[ 2,5 ml tampon phosphate (pH= 6,3)

@

[ Lecture d’absorbance a 660 nm ]

J

Figure 10 : Protocole d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine (Habibur et al., 2012).

e Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivante:

o Abs C — Abs T
pourcentage d'inhibition % = ———————x 100

Abs C

ou:
Abs C : Absorbance de controle.

Abs T : Absorbance de test
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11.4.2. Evaluation de la protection contre I’hémolyse (stabilisation membranaire)
e Principe

Si les globules rouges (GR) sont exposés a des substances nuisibles telles que le milieu
hypotonique, la rupture de leurs membranes se produira ; provoquant ainsi la libération de

I'hnémoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant.

L’effet hémolytique de la suspension hypotonique est li¢ a I’accumulation excessive du

liquide dans la cellule (Habibur et al., 2015; Labu et al., 2015).

L'hémolyse est détectée visuellement en montrant une teinte rose a rouge dans le sérum
ou le plasma. Dans notre étude, la stabilisation de la membrane des globules rouges est
effectuée par I’inhibition de I’hypotonicité (Habibur et al., 2015 ; Shobana et Vidhya,
2016). La lecture de la densité optique des surnageants récupérés est réalisée par un
spectrophotometre visible.

e Mode opératoire

La méthode suivie pour 1’étude de I'activité protectrice des HEs sur la membrane des
érythrocytes est celle de (Labu et al., 2015).

- Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang a été prélevé d’un volontaire sain qui n’a pas pris d’anti-inflammatoires pendant
15 jours avant le prélévement. L’obtention des globules rouges du sang total a été effectuée

comme suit :

- Centrifugation de sang pendant 10 min a 3000 rpm.

- Lavage des érythrocytes trois fois avec une solution iso-saline [(154 mM NaCl) préparée
dans du tampon phosphate a 10 mM (pH 7,4)].

- Reconstitution des globules rouges sous forme d’une suspension a 10% toujours dans la
solution iso-saline.

- La solution est conservée & 4°C et utilisée au maximum dans les six heures suivant sa

préparation.

- Réalisation du test

L'échantillon d'essai contient 0,5 ml de la suspension d'érythrocytes avec 5 ml de la

solution hypotonique (50 mM NaCl ) et 0,5 ml des différentes concentrations des HEs.
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Les mélanges ont éte centrifugés pendant 10 min a 3000 rpm, puis incubés pendant 10 min
a 37°C. L’absorbance de 1’hémoglobine libéré dans le surnageant a été mesurée a 540 nm

(Figure 12). Le diclofénac a eté utilisé comme standard a différentes concentrations.

0,5ml de 5 ml de solution 0,5 ml d’HE ou
globules rouges hypotonique du standard
| |

Centrifugation a 3000 rpm pendant 10

Incubation a 37 °C pendant 10

Lecture a 540 nm

Figure 12 : Protocole de stabilisation membranaire (Labu et al., 2015).

e Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est calculé par la formule suivante:

o Abs C — Abs T
pourcentage d'inhibition % = —————— X 100

Abs C

Ou:

Abs C : Absorbance de control
Abs T : Absorbance de test
1.5 Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD et analysés par le test ANOVA univarié.

Les valeurs de P>0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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CHAPITRE III RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Rendement en huile essentielle

L’extraction par hydrodistillation des feuilles des plantes étudiées a fourni des huiles
essentielles ayant des colorations variables allant du jaune claire pour Rosmarinus
officinalis (Annexe 1.1), au jaune relativement foncé pour Origanum gladulosum (Annexe

1.2), avec de fortes et persistantes odeurs.

Le rendement en HE des plantes étudiées (O.glandulosum et R.officinalis), est exprimé

en pourcentage massique (g/100g) par rapport a la matiere seche.

Rendement %

pourcentage
3 -

2,5

2 -
® Rendement %

O.glandulosum R.officinalis plantes

Figure 12 : Rendement en huile essentielle d’O.glandulosum et R.officinalis.

Le rendement en HE, extraite par la méthode d’hydrodistillation, est illustré dans la
(Figure 12). D’apres cette figure on constate, que le rendement en HE d’O.glandulosum
(2,72 £ 0,21) %, est significativement supérieur a celui obtenu pour la plante
R.officinalis, qui est de (1,49 £ 0,19) % (P <0,05).

En comparant séparément les rendements en HES obtenus au cours de cette étude, avec

ceux rapportés dans la littérature ; les constats suivants ont été révélés :

Le rendement en HE pour O.glandulosum obtenu dans cette étude, est inférieur a
celui trouvé par Bendahou et al., 2008 pour la méme espéce, récoltée dans la région Ouest
de 1’Algérie, celui-ci est de 3,3% et 4,8% respectivement par hydrodistillation et par
hydrodistillation assistée par micro-ondes. Il est deux fois inférieur a celui obtenu par
O.compactum (5,4%) (Bouchra et al., 2003).
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Par ailleurs, lateneur en HE d’O.glandulosum, de trois régions de Bejaia (Kherrata,
El- kseur et Teskriout) estde 1;1,5et 2,5 % (v/m) respectivement (Sari et al., 2006).

Pour R.officinalis le rendement est inférieur a celui trouvé au Maroc (Berkine) qui est
de 2,21% mais qui est supérieur au rendement trouvé en Tunisie qui est de 1,25 %
(Khia et al., 2014).

Les résultats obtenus sont du méme ordre de grandeur que les études rapportées par
Fechtal et al. (2001) et Ayadi et al. (2011). Ces auteurs ont montré que la teneur en HE
de R.officinalis varie entre 1 & 2,5 %.

Selon plusieurs auteurs, 1’origine de récolte de ’espéce, la période de récolte, 1’organe
de la plante, la durée de séchage et la méthode d’extraction sont des facteurs parmi d’autres
qui peuvent aussi avoir un impact direct sur les rendements en huiles essentielles
(Mechergui et al., 2016).

De plus la composition en HE, extraite par hydrodistillation, peut étre influencé par
la quantité en eau, mise dans le ballon de distillation, car certains composés tels que : le
terpinén-4-ol, I’a- terpinéol et le cinéol sont peu solubles dans 1’eau (Williams et Lusunzi,
1994).

I11.2. Détermination de la masse volumique des huiles essentielles

La détermination de la masse volumique des HEs d’Origanum glandulosum et
Rosmarinus officinalis est effectuée, par la méthode gravimétrique a 20°C et les

résultats obtenus sont représentés au niveau du (Tableau I11).

Tableau Il : Masse volumique des HEs d’O.glandulosum et R.officinalis
Echantillons p(g/ml)
Origanum glandulosum 0,9 £0,02
Rosmarinus officinalis 0,88 + 0,01
D’apres les résultats regroupés dans le Tableau Ill, on constate que, la masse

volumique des huiles essentielles étudiées, et analysée statistiguement, présente des

différences significatives entre les deux plantes (P <0.05).
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La masse volumique de I’huile essentielle d’Origanum majorana extraite par
hydrodistillation, est de 0,92 g / ml (Busatta et al., 2008). Elle est supérieure a celle
obtenue pour Origanum glandulosum (0,9 g / ml) et ceci pourrait étre expliqué par la

variabilité des composants chimiques des deux espéces.

111.3. Evaluation de ’activité antioxydante

111.3.1 Activité scavenger du radical DPPH

Le pouvoir antioxydant des HEs étudiées a eté testé par la méthode qui utilise le
DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) comme un radical libre relativement stable
(Wollinger et al., 2016). Dans ce test, le DPPH de couleur violette a été réduit en
un composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine (Annexe 11.1), dont D’intensit¢ de la
couleur est inversement proportionnelle a la capacité réductrice des antioxydants

présents dans le milieu (Mechergui et al., 2016).

Les absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH. En effet, pour mieux comprendre le pouvoir antioxydant des extraits étudiés ;
les valeurs 1Cso (g /ml) ont été déterminées. Ces concentrations inhibitrices a 50% ont
permet de calculer les concentrations des échantillons étudiés nécessaires pour
réduire 50% des radicaux DPPH. Elles sont calculées graphiquement par la régression
linéaire des graphes tracés (Annexe 11.2), pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations des fractions testées (Kechar et al., 2016).

Les résultats figurant sur la figure ci-apres (Figure 13), illustrent les pourcentages de

I’activité anti- radicalaire des huiles essentielles analysées.
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH des huiles essentielles testées.

L’ensemble des résultats de ’activité antioxydante des différentes huiles essentielles

ainsi que le standard utilisé est exprimée en 1Cso (Tableau 1V).

Tableau IV : ICs du standard et des HEs d’O.glandulosum et R.officinalis.

Echantillons 1Cs0 (ug/ml)
HE d’origan 309,25 + 3,6
HE de Romarin 393,14+29
HE combinée 306,09 + 0.71
Acide ascorbique 59,84 + 0,003

Dans cette étude, I’effet scavenger du radical DPPH le plus faible est obtenu avec
I’HE de Rosmarinus officinalis avec une 1Csp= 393,14 £ 2,9 (ug/ml) ; par contre 1’effet
scavenger du radical DPPH le plus fort est obtenu dans le cas de I’'HE combinée
avec une 1Csp= 306,09 £ 0,71 (ug/ml).

Les HEs des deux plantes (Origanum glandulosum et Rosmarinus officinalis), ainsi
que I’huile combinée ont tous un effet scavenger du radical DPPH trés faible, par
rapport au standard utilisé, qui est 1’acide ascorbique dont 1’ICsq est de 59,84 + 0,003
(ug/ml) (Annexe 11.2).
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Statistiguement (Annexe 11.3), il n’existe pas de différence significative entre les

trois échantillons analysés (P > 0,05).

L’HE d’Origanum glandulosum posséde une forte capacité a réduire le radical
DPPH, avec une ICsp= 309,25 + 3,6 (Mg/ml), qui est presque négligeable devant la
valeur rapportée par Sahin et al. (2004), pour I’huile essentielle d’Origanum vulgare
(ICs0=8900 % 5 pg/ml).

Les HEs d’O.glandulosum, extraites par hydrodistillation, de trois régions différentes
de Tunisie (Nefza, Bargou, Krib ), ont un effet scavenger des radicaux libres DPPH
(ICs0) de 59,2 + 3,72; 60,8 £ 1,07 ; 79,8 = 3,05 (mg/ml) respectivement (Mechergui et
al., 2010).

L’effet scavenger du radical DPPH de I’HE d’Origanum glandulosum, de la présente
étude (ICso= 309,25 £ 3,6 pg/ml), est meilleur a celui rapporté par Mechergui et al.
(2010). L’HE de R.officinalis (393,14 + 2,9 pg/ml) a une faible activité radicalaire par

rapport a celle d’O.glandulosum et a celle de I’huile combinée.

Les résultats des ICso retrouvés pour I’HE du R.officinalis sont trop élevés par
rapport a ceux retrouvés par Erkan et al. (2008) et Dorman et al. (2003), qui sont de 54 +
1,4 (ug/ml) et 236 £ 0,1 (pug/ml).

La valeur ICs, est faible dans la combinaison qui contient I’HE d’Origanum
glandulosum et de Rosmarinus officinalis ; ces résultats montrent I'efficacité de ces

huiles essentielles seules ou en combinaison.

Kechar et al. (2016), ont rapporté que les interactions synergiques entre les
antioxydants dans un mélange font que I’activité antioxydante dépend non seulement

de la concentration, mais également de la structure etde la nature des antioxydants.

L’origan est le romarin sont particuliérement riches en acide rosmarinique ; ce dernier
est trés répandu dans les plantes de la famille des labiées. 1l montre un fort pouvoir de
réduction du radical DPPH (Bellumori et al., 2016). Ceci peut étre expliqué par la
présence de 4 groupements hydroxyle dans sa structure (Capecka et al., 2005).

En plus de I’acide rosmarinique, d’autres acides phénoliques tels que : I’acide caféique,

’acide carnosique participent a la réduction du radical DPPH (Wollinger et al., 2016).
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111.3.2 Mesure du pouvoir réducteur

C’est une méthode de mesure de la puissance des échantillons analysés a réduire le fer
ferrique Fe** en fer ferreux Fe®* qui est ’un des mécanismes antioxydants. C’est une

technique rapide, facile et reproductible (Karagbézler et al., 2008).

De nombreux auteurs constatent que la capacité réductrice d’un composé peut étre
considérée comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle
(Karagozler et al., 2008 ; Bentabet et al ., 2016).

Dans ce travail, nous avons testé, par la méthode de du pouvoir réducteur, différentes
HEs (HE d’O.glandulosum, HE de R.officinalis et ’'HE combinée) (Annexe 111.1).

Les mesures du pouvoir réducteur, obtenues pour les HEs testées a différentes
concentrations, ont permis de tracer 1’histogramme représenté dans la Figurel4; ainsi que
la courbe de régression linéaire pour 1’antioxydant de référence (acide ascorbique) utilisé

comme standard (Annexe 111.2).

[ee)
=1,200 - 3
g F value = 2,386 )
Lo
(o] 4
@,1'000 Pr=0,0.147 m Absorbance de I'HE
3 . d'origan
c J
g 0800 a=0.05 =
= o N =) S
g 0,600 - 2 g g ] -Absorbaqce de I'HE
< e} be] = de romarin
5 5 3
0400 1 & o S
Absorbance de I'HE
0,200 - combinée
0,000 . ; . .
75 150 300 600
Concentration en pg/ml

Figure 14 : Mesure du pouvoir réducteur des HEs analysées.

Les résultats de I’activité antioxydante exprimés en termes d’absorbance pour les HEs et

le standard sont résumés dans les (Tableau V et VI).
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Tableau V: Absorbance des HEs analysées a 700 nm.

Absa 700 nm Abs a 700 nm Abs a 700 nm
[C] Hg/ml HE O.glandulosum HE R.officinalis HE Combinée
75 pg/ml 0,290 £ 0,01 0,187 £ 0,02 0.324 £ 0,01
150 pg/ml 0,389 + 0,01 0,207 £ 0,01 0,463 + 0,01
300 pg/ml 0,502 + 0,01 0,300 + 0,01 0,621 + 0,01
600 pg/ml 0,606 + 0,01 0.459 + 0,009 1,058 + 0,01
Tableau V1: Absorbance du standard a 700 nm.
[C] pg/ml Abs a 700 nm de I’acide ascorbique
31,25 pg/ml 0,242 + 0,01
62.5 pg/ml 0,388 + 0,03
125 pg/ml 0,606 + 0,01
250 pg/ml 1,13+0,03

D’apres les résultats obtenus on constate que les HEs des plantes étudiées, montrent la
capacité de réduire les ions Fe®*. Cette capacité est proportionnelle & ’augmentation de la

concentration des échantillons.

Tous les échantillons testés ont présenté des activités antioxydantes nettement
inférieures que celle de la référence (acide ascorbique). Pour ce dernier la réduction est

presque totale a partir d’une concentration de 250 pg/ml (Tableau VI).

Les résultats obtenus montrent que la capacit¢é de I’'HE de R.officinalis et I'HE
d’O.glandulosum a réduire le fer est largement inférieure a celle de 1’acide ascorbique
(Abs= 1,13 £ 0,03). Cette réduction est beaucoup plus importante dans le cas de I’HE
combinée (Abs= 1,058 + 0,01).

La capacité réductrice des HEs d’origan varie de 0,290 a 0,606 ; par contre celle de
romarin varie de 0,187 a 0,459 (Tableau V). Le pouvoir réducteur de I’HE combinée
(1,058) a 600 pg /ml est deux fois supérieur a celui de I’HE de Rosmarinus officinalis
(0,459).
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D’un point de vue statistique (Annexe 111.3), il n’existe pas de différence significative
entre les trois échantillons analysés (P > 0,05).

Martos et al. (2009), rapportent que I'HE d’O.glandulosum, a toutes les concentrations
analysées, a montré la plus haute capacité de réeduction ferrique (1,28 TEAC), suivie de
I'HE de Rosmarinus officinalis (0,48 TEAC).

Le pouvoir réducteur peut étre influencé, par les températures utilisées durant
I’extraction. En effet Kim et al. (2006), ont rapporté que I’utilisation de hautes
températures au cours de 1’extraction augmente la libération des antioxydants. Le pouvoir

antioxydant des plantes varie également selon la saison de récolte (Gardeli et al., 2008).

L’activité antioxydante des HEs, pourrait étre expliquée par la combinaison de leur
composition chimique, qui contient comme composés majoritaires le thymol, le carvacrol
dans le cas d’origanum glandulosum et le 1.8-cinéole, le camphre dans le cas de

Rosmarinus officinalis (Mechergui et al., 2016 ; (Wollinger et al., 2016).

I11.4. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
111.4.1 Effet sur la dénaturation protéique

Pour évaluer I’effet anti-inflammatoire in-vitro des huiles essentielles des plantes

étudiées, nous avons opté pour le modéle anti-dénaturation de 1’albumine.

L’effet des différentes huiles essentielles analysées, sur la dénaturation de 1’albumine
sérique humaine a été évalué a différentes concentrations et les résultats sont représentés

dans la Figure 15.

Les résultats de cette figure révélent que tous les huiles essentielles testées, ont protégé
la HSA contre la dénaturation induite par la chaleur (57C°). Les pourcentages de cette
protection ont été augmentés avec des concentrations croissantes et de maniére dépendante

de celles-ci.
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Figure 15 : Pourcentages d’inhibition de la dénaturation de I’albumine des HEs analysées.

De plus, il s’est avéré que le pourcentage d’inhibition de la dénaturation par I’HE
combinée est supérieur comparativement aux autres HEs analysées seules ; et malgré le
changement des concentrations, elle reste toujours dominante et atteint le maximum a une
concentration de de 600 pg/ml avec un pourcentage de 70,68 % .Origanum glandulosum a
montré un pourcentage d’inhibition de 65,01 % et Rosmarinus officinalis a inhiber la
dénaturation protéique a seulement 61,49 % a la méme concentration.

Ces observations ont été confirmées en comparant les valeurs ICsy (Tableau VII).

Tableau VII : 1Csy du standard et des HEs d’O.glandulosum et R.officinalis.

Echantillons 1Cs0 (ug/ml)
HE d’origan 385,42 + 0,014
HE de Romarin 429,72 + 0,009
HE combinée 338,63 £+ 0,006
Diclofenac 76,390 + 0,71
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Le diclofenac utilisé comme standard (Annexe 1V.1) a révélé une valeur 1Cso= 76,390 +
0.71; donc on constate que son effet est largement supérieur a celui des HEs testées
(338,63 + 0,006 ; 385,42 £ 0,014 ; 429,72 + 0,009 respectivement pour I’HE combinée,
I’HE d’origan et I’HE du romarin).

L’étude statistique réalisée (Annexe 1V.2), a montré qu’il n’existe pas de différence

significative entre les trois échantillons analysés (P > 0,05).

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire par application de stress ou de composé
externe, comme un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant
organique ou une chaleur. La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction
biologique lorsqu'elles sont dénaturées (Leelaprakash et Mohan Dass, 2011; Bui Thanh
etal., 2016).

En effet; sous I’action d’un traitement thermique, I’albumine peut subir des
changements de conformation associés a un mauvais repliement de la structure 3D

provoquant le processus d’agrégation (Rondeau, 2009).

La dénaturation des protéines est I’une des causes bien connues de 1’inflammation et
conduit a divers maladies inflammatoires dont I’arthrite. Par conséquent, la capacité d’une
substance a inhiber la dénaturation des protéines signifie un potentiel apparent d’activité
anti-inflammatoire (Habibur et al ., 2015; Osman et al ., 2016 ).

Par ailleurs, la production ou I’apparition des auto-antigenes dans certaines maladies
arthritiques peut étre due a la dénaturation des protéines in-vivo. Les agents qui peuvent
empécher la dénaturation des protéines donc, seraient de bons candidats pour le

développement de nouvelles molécules anti-inflammatoires (Chandra et al., 2012).

Mizushima et Kobayashi (1968) ont utilisé la dénaturation protéique comme modele de

dépistage in-vitro pour les composés anti-inflammatoires.

D’apres les résultats obtenues, on peut supposer que les huiles essentielles étudiées
peuvent inhiber la formation d’auto-antigénes par inhibition de la dénaturation des
protéines et de ce fait ils inhibent la formation d’auto-anticorps retrouves dans les

maladies auto-immunes.
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I11.4.1 Stabilisation membranaire (hémolyse hypotonique)

L’activité anti-hémolytique des HEs des plantes étudiées a été criblée contre des

érythrocytes humains normaux (Annexe V.1).

En géenéral, il y a plusieurs avantages a choisir les érythrocytes comme modele pour
étudier le mécanisme de la stabilisation membranaire. D’abord 1la surface de leurs
membranes peut étre exactement estimée et aussi elles sont exempt d’organelles
intracellulaire ; donc tout effet d’une substance sur I’hémolyse hypotonique pourrait d’une
maniere justifiable étre interprété comme effet sur la membrane elle-méme (Seeman et
Weinstein, 1966).

Les HEs testées ont assuré aux globules rouges humains une protection contre
I’hémolyse hypotonique qui augmente en fonction des concentrations utilisées. Les

pourcentages d’inhibition obtenus sont présentés dans la (Figure 16).

—
o
50 - S
F value = 0,414 S
45 - < S
Pr=0,673 © Y
(%)
IiJ 40 - 0 - ® pourcentage
- a=0.05 o dinhibition de I'HE
a . R d'origan
L 35 3 g
c ~
o ~
= 30 - <
o)
E o | o 3 § = pourcentage
£ o I N d'inhibition de I'HE
© — de romarin
%20 1
i) n
S el 0@
g1 o,
bt 1 = pourcentage
3 10 - dinhibition de 'HE
o combinée
5 4
0 T . .
75 150 300 600
Concentration en pg/mi

Figure 16 : Pourcentages d’inhibition de I’hémolyse hypotonique des HEs analysées.
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Pour une concentration de 600 pg/ml, les HEs analysées ont apporté aux globules rouges
la plus grande protection contre I’hémolyse hypotonique avec des pourcentages
d’inhibition de 47,81 % ; 42,70 % pour ’'HE combinée et ’'HE d’origan respectivement,

suivi de celui de I’'HE du romarin 39,58 %.

L’activité anti-hémolytique des trois huiles étudiées ainsi que le standard utilise

(Diclofenac) est exprimée en ICsy (Tableau VIII).

Tableau V111 : 1Cs du standard et des HEs d’O.glandulosum et R.officinalis.

Echantillons I1Cso (ug/ml)
HE d’origan 642,82 + 0,01
HE de Romarin 694,82 + 0,01
HE combinee 583.08 + 0,02
Diclofenac 0,079 + 0,001

L’HE combinée a présenté la plus faible ICsq correspondant a 583,08 + 0,02 (ug/ml), par
rapport a celle de R.officinalis qui a indiqué une 1Cs, égale a 694,82 + 0,01 (pg/ml). Par
consequent, il en ressort que I’HE combinée possede une activité anti-hémolytique
importante, mais qui reste faible comparée au diclofenac, qui a assuré une protection de
75,20 % a 1000 pg/ml et avec une 1Csp de 0,079 + 0,001 (pg/ml) (Annexe V.2).

Statistiguement (Annexe V.3), il n’existe pas de différence significative entre les trois

échantillons analysés (P > 0,05).

Un grand nombre de composés de différentes sources ont été jugés comme responsables
de I'némolyse in-vitro. Parmi celles-ci figurent les substances dérivées des plantes (Gandhi
et Cherian, 2000), les métaux lourds (Ribarov et Bemov, 1981) et les produits

pharmaceutiques (Yamamoto et al., 2001).
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CONCLUSION ET PERSPECIIVES

Dans la présente étude, 1’objectif principal était d’évaluer 1’activité antioxydante et anti-
inflammatoire des huiles essentielles de deux plantes connues dans la médecine
traditionnelle a savoir Origanum glandulosum et Rosmarinus officinalis. Ces espéces ont
étaient explorées d’avantages, soit en termes de productivité en HEs, soit en termes

d’études de leurs activités biologiques.

L’extraction par hydrodistillation des HEs a partir des parties aériennes des deux plantes
étudiées : origanum glandulosum et Rosmarinus officinalis, a fourni de bons rendements

avec des pourcentages de 2,72 % ; 1,49 % respectivement.

Les HEs des plantes étudiées en particulier ’'HE combinée, a un fort effet scavenger du
radical DPPH (1Csp= 306.09 pg/ml), par rapport aux HEs d’origan et du romarin dont les
ICso (ng/ml) sont de 309.25; 393.14 respectivement, mais un effet faible comparé a

I’antioxydant de référence qui est I’acide ascorbique, dont 1’1Csp= 59.84 pg/ml.

Les résultats du test du pouvoir réducteur ont clairement montré que les HEs analysées,
possédent la capacité de réduire les ions Fe*" sachant que I’origan avait une meilleure
activité que le romarin. De plus I’activité réductrice est proportionnelle a la concentration,

c’est -a- dire, plus les HES sont concentrées, meilleure est I’activité réductrice.

Ces substances bioactives contenues dans ces deux plantes ont montré une inhibition
efficace de I’inflammation comparable a celle d’un anti-inflammatoire non stéroidien, le
diclofenec avec une inhibition importante de I’albumine sérique humaine a 600 pg/ml

et une réduction moyenne de I’hémolyse.

La présente étude permet de conclure que ces plantes constituent une importante source
en HEs, douées de grandes activités antioxydante et anti-inflammatoire. De ce fait, les

résultats de ce travail méritent d’étre affinés et pour cela il serait intéressant :

D’identifier les principes actifs responsables de ces activités par des techniques
analytiques performantes telles que la GC-MS. Il serait également important de suivre cette
étude par des applications in-vivo en étudiant la toxicité de ces substances, compléter ces
activités par d’autres tests afin de mettre en évidence les possibles mécanismes
moléculaires impliqués et d’envisager 1’étude d’autres activités biologiques telles que les

activités antimicrobienne et anticancéreuse.
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Annexe | : Photographies des huiles essentielles extraites par hydrodistillation

Annexe 1 : Extraction de I’HE de Annexe 2 : Extraction de I’HE
R.officinalis d’O.glandulosum

Annexe Il: Test DPPH

HE combinée

HE Romarin

HE d’origan

Annexe 1 : Résultats du test DPPH pour les HES analysées
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[Previously sawved workspace restored]

> local{({fn<—choose_files(filters=Filters[c("R", "t=xt ", "A11 "), ], index=43)
+ Ffile.show(fn, header=Ffn,cicle=" ") })
> ®m <— read.cswva (file.chwoose () )
= =
pourcentage echantillons
a Ti.3 echIl
=2 51.8 echIl
3 39.3 echl
= 29 .1 echl
L= &8 .3 ech?
a 52 .9 echZ
7 3.3 echI
E=3 192.3 echi
2 TO.T ech3
a0 a3 .1 ech3I
aa 33 .5 echI3
iz 21 .3 ech3
> W <— aow(pourcentage ~ echantillon=s . data==x)

> Summa riyy (3w
DEf Sum 59 Mean Sg F waluse Pr (>F)
echantillons = 29 19.3 Q.0493 O.958
Residuals = 4016 4496 .3
> TukewHSD (w
Tukey mualtiple comparisons of means
95% familv—wise confidence lewvel

Fait: aow (formmala =— pourcentage ~ echamntillons, data =— =)

fechantillons

diff Awxz nmpr = adj
echZ—echl —4.075 —@S5S.T7TE067 3IT7.63067 0.9599856
echI—aechl —0.625 —E@2.3I3067 41.08067 0.99903543
ech3I—echZ F.49450 —38.25567 45.15567 0.9711153

S|

Annexe 3 : Résultat de 1’étude statistique pour le test DPPH

Annexe Il : Test du pouvoir réducteur
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Annexe 1 : Résultats du test du pouvoir réducteur pour les HEs analysées
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Annexe 2 : Courbes de regression linéiares pour le standard et les HEs analysées

[Previously sawved workspace restored]

shaow (£
read.oc=x

VoY

wenme

VY RPRRPOOD-IH0EWBNE

Df Sum Sg Mean Sqg F
2156 0.10779
9 0.49065 0.04517

echantillons 2 O.
Residuaals
> TukeywHISD (W)

echantillons

echl

~ echantillons .,

fon,cicle=""3 3]
(file.choo=s=e () )

lJocal (ifon<—choooe.files(filters=Filters[c("R", "txt ", "A11 ") . 1]
File.
= =

data=x)

Tukey mualtctiple comparisons of means

95% familvyv-—wise confidence lewel

Fic: aowv (formala

Sechantillons
echZ—aechl
echI—=chl
echI—ech3 O.15850

= moyenne -~

Awrr
—D.Ta4TE8E3949 0O
—DO._.52933949 O

Lo ]

—0.26108949

echantillons,

T

-D9133Z936
-24923936
-5TEO0E936

waluae Pr (>F)

Z2.386 O.a14a7

data =)

= adj
0O_.12758246
O_S5Sz210690
0O.5635000

Annexe 3 : Résultat de 1’étude statistique pour le test du pouvoir réeducteur
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Annexe IV : Test de dénaturation protéique
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Annexe 1 : Courbes de regression linéiares pour le standard et les HEs analysées

[Previously =sawved workspace restored]

> local({fn<—choose.files(filvers=Filters[c("R", "txt ", "Al1l "), ], index=43)
+ File.show(f eade fn, citcle="") )}
> ® =w— read.c= (Eile.choo=e () )
= 4

ppourcentage echantillons
a 68 . a0 echl
=2 45.949 echl
=] IO.3T echl
k=3 192.74 echl
L= 5873 echzZ
=1 3T7 .46 ech
7 2658 echzZ
E=] 15.4949 echZ
=] 582 .55 ech3I
1o 41 .51 ech3
i M 29 _.4993 ech3I
iz 17.21 echi
> g ~ echantillon=s , data=—x)
=

Df Sum Sqg Meamn Sg F walue FPr (>F)

echantillons 2 a7 43 .7 0.113 0.895
Residuals=s =] =491 IET .9
> TukevwHSD (W)

Tukey mualtciple compari=sons of means

95% familvyv—wise confidence l1ewel

Fit: aow (formmla — pourcentage — echantillons, data = =)

Sechantillons

echZ—echil
echI—aechl
ech3I—echZ

diff
—6G . 6100
—3Z.47T7S
3.1325

1wr
—45._.493a6
—4a2Z2 . 3I611
—325.7511

upTr
=z
35.9061
42 _ 0161

2736 0.

.

B adl
8847532
0.9663404
975798

Annexe 2 : Résultat de 1’étude statistique pour le test de la dénaturation protéique

FSNY

Juin 2017



Annexe V : Test de stabilisation membranaire
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Annexe 1 : Résultats du test de I’hémolyse hypotonique pour les HEs analysées
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Annexe 2 : Courbes de regression linéiares pour le standard et les HEs analysées.
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> local ({fn<-—choose.files (filters=Filters[c("R", "txt'", "A11") ,],index
ieader=fn, citle="") ;)

Il
s

== (Eile.choo=e () )
> M

pourcentage echantillons
1 42 70 echl
2 33.895 echl
3 21.14 echl
4 11.35 echl
5 zZ9.58 echz
o 30.41 echz
7 21 .86 echs
8 8.895 echs
=] 47 .81 echi
10 I8 .81 ech3
i1 26.77T ech3
iz 19.79 ech3
> W =— aov(pourcentage -~ echantillon=s , data==)
> summary (V)

DEf Sum S5g Mean Sg F wvaluse FPr (>F)

echantillons 2 142.7 T1.35 0.414 o.873
Residuals 9 1550.3 172.26

Tukey multiple comparisons of means
95% familyv-wise confidence lewvel

Fitc: aow(formala = pourcentage ~ echantillons, data = X)

Eechantillons

diff 1w uprc e adij
echZ—echl -2.135 -—-28.04625 23.77625 0.9713384
ech3i-—-aechl 6.010 —-19.90125 31.92125 0.7983201
ech3I-ascha 2.145 —-17.76625 34.05625 0.6669034

Annexe 3 : Résultat de 1’étude statistique pour le test de la stabilisation membranaire
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Résumé

Origanum glandulosum et Rosmarinus officinalis sont deux plantes médicinales largement répandues
dans la région de Bejaia. Elles sont utilisées en phytothérapie pour leurs activités antioxydante et anti-
inflammatoire, car elles sont riches en huiles essentielles, ce qui justifie leurs choix dans cette étude.
L’activité antioxydante des différentes concentrations des HEs extraites par hydrodistilation a été
mesurée par le radical DPPH. L’effet de ce dernier a donné avec I’HE combinée (1Cso= 306.09 ug/ml).Le
test du pouvoir réducteur indique que cette activité est proportionnelle a la concentration, 1’origan ayant
une forte capacité réductrice que le romarin. Toutefois, ce sont les antioxydants de références qui ont un
plus grand effet que les HEs des deux plantes. Pour I’activité anti-inflammatoire, une importante

inhibition de la dénaturation a 600 pg/ml et une réduction de I’hémolyse sont avérées.

Mots clés: Origanum glandulosum, Rosmarinus officinalis, huile essentielle, antioxydant, anti-

inflammatoire.

Abstract

Origanum glandulosum and Rosmarinus officinalis are a wide spread plants in the Bejaia region. They
are used in phototherapy for their antioxidant and anti-inflammatory activities because they are rich in
essential oils, which justify their choices in this study. The antioxidant activity of the various
concentrations of HEs extracted by hydrodistillation was measured by the DPPH radical. The effect of the
latter with the combined EOs has given (IC50 = 306.09 pg / ml). The reducing power test indicates that,
this activity is proportional to the concentration, oregano having a strong reducing capacity than
rosemary. However, the reference antioxidants are more effective than EOs. For the anti-inflammatory

activity, a significant inhibition of denaturation at 600 pg / ml and a reduction in hemolysis are found.

Key words: Origanum glandulosum, Rosmarinus officinalis, essential oil, antioxidant, anti-inflammatory.

gaidla

A 5 5auSY) Clacaal Ll Juadl lae VL 3ol 8 Olaniod dglag 8 JLIEY) fawl 5 Ak clils Jaad) JS)) 5 e 5
3815 Caliaal 3ausYI o Alladl) (), A jall 038 8 Ldlamin) ) sule 138 5 dpulul) g 3l de Lol LS il aliadl)
Jsrie z s 3all il ae Shael | 5a¥1 13 550 DPPH sl jiall dulie | ) pulail) 48 Hlay dealidivuall 2ulu) & g 3
38 el e 31 &3 ¢ 38 5 e La ke ol Adladll o3a (o iy Ama el 3680 453 (IC 50=306,09 pg / ml ) < L
Slae Tl Aually (il gl e ST Y grie chlae§ Lmplall 320SY) Cililias o e | JSIY) A (e Juadl Aas e

2l 3] a2l 5 600 Pg/MISS A die S Lt Jle gl 5 cldgaly)

Ll slime | 3208 slias | Al g3l ) Jaall QIS) | e 30 ¢ A ) cilalsl)



