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Résumé

Dans le cadre de 1’étude de produits métaboliques secondaires des plantes médicinales
algériennes, nous avons étudié quatre especes de plantes médicinales collectées de la région
semi-aride de 1’ Algérie de la région de Ain Beida, la région de Mila et la région de Tebessa.

Les plantes étudiées sont : Thymus algériensis, Rosmarinus officinalis deAin Beida,
Origanum vulgare de Mila et Marrubium vulgare de Tébessa.

L'étude expérimentale consistait en des tests qualitatifs de substances actives ainsi que
d'extraction et d'évaluation du rendement des composés phénoliques et des huiles essentielles
chez les quatre plantes. L'extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation
et le dosage de composés phénoliques par la méthode du Folin-ciocalteu.

Les tests qualitatifs de principes actifs effectués sur O. vulgare et M. vulgare ont
montré que les deux plantes contiennent des saponines, tanins, terpénes, cardénolides, et des
flavonoides et sont totalement exempts d'alcaloides.

L'analyse statistique a montré des différences trés hautement significatives (P <0,001)
dans le rendement des huiles essentielles de 7. algériensis et R. officinalis pour I’année 2019 :
0.80% =+ 0.004 et 1.52% =+ 0.004 respectivement. Origanum vulgare a donné un rendement
de 2,44% + 0,12. L'analyse statistique a aussi montré¢ des différences tres hautement
significatives (P <0,001) dans la concentration des composés phénoliques de 7. algériensis et
R. officinalis au cours de différentes années d'études; 7. algeriensis a montré la
concentration la plus élevée en 2015 (0.16 £ 0.02 mg EAG/ ml) et R .officinalis a enregistré la
quantité¢ la plus ¢élevée en 2012 et 2014 (0.08 = 0.002 mg EAG/ ml), T. algeriensis a
également présenté la concentration la plus élevée en composés phénoliques par rapport a R
.officinalis. Pour les quatre especes végétales, O. vulgare a présenté la plus forte concentration
de composés phénoliques en 2012 (0.206 = 0.002 mg EAG/ ml) suivi de 7. algeriensis en
2012 (0.108 = 0.002 mg EAG / ml) puis R. officinalis en 2012 (0.082 = 0.001 mg EAG / ml)
alors que M .vulgare a enregistré la concentration la plus faible en 2011 (0.047 £+ 0.002 mg
EAG /ml).

Mots clés : Plantes médicinales, composés phénoliques, huiles essentielles, région semi-aride

algérienne.



Summary

As part of the study of secondary metabolic products of Algerian medicinal plants, we
studied four species of medicinal plants collected from the semi-arid region of Algeria from
the region of Ain Beida, Mila and Tebessa.

The studied plants are: Thymus algériensis, Rosmarinus officinalis from Ain Beida,
Origanum vulgare from Mila and Marrubium vulgare from Tebessa.

The experimental study consisted of qualitative tests of active substances as well as
extraction and evaluation of the yield of phenolic compounds and essential oils in the four
plants. The extraction of the essential oils was carried out by hydrodistillation and the
determination of phenolic compounds by the Folin-ciocalteu method.

The qualitative tests of active ingredients carried out on O. vulgare and M. vulgare, showed
that both plants contain saponins, tannins, terpenes, cardenolides, and flavonoids and are
completely free of alkaloids.

Statistical analysis showed very highly significant differences (P <0.001) in the yield
of the essential oils of 7. algériensis and R. officinalis for the year 2019: 0.80% + 0.004 and
1.52% =+ 0.004 respectively. Origanum vulgare had a yield of 2.44% =+ 0.12. Statistical
analysis also showed very highly significant differences (P <0.001) in the concentration of
phenolic compounds of 7. algériensis and R. officinalis in different years of the study; T.
algeriensis showed the highest concentration in 2015 (0.16 + 0.02 mg EAG / ml) and R.
officinalis recorded the highest amount in 2012 and 2014 (0.08 + 0.002 mg EAG / ml), T.
algeriensis also exhibited the highest concentration of phenolic compounds compared to R.
officinalis. Regarding all the plants, O. vulgare had the highest concentration of phenolic
compounds in 2012 (0.206 = 0.002 mg EAG / ml) followed by 7. algeriensis in 2012 (0.108 +
0.002 mg EAG / ml) then R. officinalis in 2012 (0.082 £+ 0.001 mg EAG / ml) while M.
vulgare recorded the lowest concentration in 2011 (0.047 + 0.002 mg EAG / ml).

Key words: Medicinal plants, phenolic compounds, essential oils, Algerian semi-arid region.
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Introduction

Introduction

Depuis des temps immémoriaux, ’homme a utilis¢ des plantes, d'abord pour se
nourrir, puis pour se soigner (Hostettmann et al., 1998). Les anciens écrits chinois et
hiéroglyphiques de papyrus égyptien décrivent les utilisations médicinales des plantes. Les
cultures autochtones telles que I'Afrique et les Amérindiens utilisaient des herbes dans leurs
rituels de guérison, tandis que d'autres développaient des systémes médicaux traditionnels tels
que la médecine indienne ancienne et I'Ayurveda ou les plantes étaient utilisées (Lugasi et al.,
2003). Au fil du temps, des plantes ont été sélectionnées pour traiter différentes maladies. Les
connaissances expérimentales accumulées sur différentes cultures ont permis de prendre des
plantes comme source majeure de médicaments. Jusqu'au début du 20°™, presque tous les
médicaments étaient d'origine végétale (Lugasi et al., 2003).

Les plantes composantes biologiques de la biodiversité, sont au service du bien-étre
humain (Adjanohoun, 2000). Les plantes fournissent de nombreux composés tels que les
arOmes, les antioxydants, les huiles, les parfums, les cosmétiques et les molécules actives
(médicaments). Les plantes qui possédent des propriétés thérapeutiques ou ont des effets
médicinaux bénéfiques sur le corps humain sont appelées plantes médicinales (Lugasi et al.,
2003).

Les gens accordent de plus en plus d'attention a I'é¢tude et a l'utilisation de ces plantes
dans différentes parties du monde (Muthu et al., 2006). Selon I'Organisation mondiale de la
sant¢ (OMS), environ 80% des personnes dépendent de la médecine traditionnelle dans les
soins de santé primaires (OMS, 2002).

La médecine traditionnelle semble étre l'alternative la plus appropriée pour combler
les lacunes en matieére de santé. Surtout depuis que les médicaments a base de plantes ont
connu une nette reprise ces derni¢res années (Mpondo et al., 2012). Les plantes médicinales
ont une grande importance pour la santé des individus et des communautés.

Les plantes ont une large gamme de produits chimiques de différentes structures.
Parmi eux, les métabolites primaires et les métabolites secondaires (Hopkins, 2003). Les
métabolites primaires sont des produits dérivés directement du métabolisme primaire : sucres
simples, acides aminés, protéines, acides nucléiques et produits organiques, qui interviennent
dans la structure de la cellule végétale ainsi que dans ses fonctions physiologiques principales
(Hopkins, 2003). Les métabolites secondaires sont parfois des structures chimiques
complexes (Pathak et al., 1962; Zobel et Brown, 1990). Ils peuvent étre classés de différentes
manicres en fonction de leurs propriétés chimiques, de leur origine végétale ou biologique et

il est souvent difficile d'extraire des composés secondaires en raison de faibles concentrations
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Introduction

(Kinghorn et Balandrin, 1993). Les principaux composants biologiquement actifs des plantes
sont les alcaloides, les tanins, les flavonoides et les composés phénoliques (Hill, 1952).

Les composés phénoliques représentent un ensemble complexe de métabolites secondaires
appartenant a de nombreuses familles (Regnault-Roger et al., 2008).

Les especes végétales appartenant a la famille des Lamiaceae sont connues par leur
synthése de composés phénoliques et des huiles essentielles ce qui leur confére des propriétés
thérapeutiques, et activités biologiques trés importantes, exploitées dans des champs tres
diversifiés : pharmaceutique, cosmétique, agroalimentaire, etc. Dans ce contexte, nous avons
choisi quatre plantes médicinales de la famille des Lamiaceae, poussent spontanément dans la
région semi-aride algérienne : Rosmarinus officinalis L., Thymus algeriensis Boiss & Reut.,
Organum vulgare L. et Marrubium vulgare L. pour une évaluation de leur teneur en
composés phénoliques et en huiles essentielles. Ainsi de faire une comparaison dans la
concentration de ces métabolites secondaires entre des plantes collectées récemment et
d’autres stockées pour quelques années.

Notre travail comporte trois parties principales :

La premicre partie comprend une synthése bibliographique sur les plantes médicinales
sélectionnées pour I’étude, les métabolites secondaires notamment les composés phénoliques
et les huiles essentielles.

La deuxieéme partie concerne le matériel et les méthodes utilis€és dans 1’expérimentation au
laboratoire.

La troisiéme partie est consacrée aux résultats obtenus et a leurs discussions.
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1. Métabolites secondaires

On appelle métabolites secondaires des composés synthétisés naturellement par les
végétaux mais qui ne participent pas directement au métabolisme végétal. De nombreux
métabolites secondaires possédent des propriétés thérapeutiques et sont utilisés en médecine
humaine (Hostettmann et Marstonn, 1995).
Les métabolites secondaires sont produit a différents endroits de la cellule et emmagasinés
surtout dans les vacuoles. Il sont souvent synthétisés dans une partie de la plante et stockés
dans une autre. En outre, leur concentration dans la plante varie souvent dans de grandes

proportions au cours d’une période de 24 heures (Ravenet al., 2003).

1.1. Importance des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont importants pour le développement des plantes. C'est
un groupe de différentes substances telles que les alcaloides, les huiles essentielles et les
flavonoides. Dans la nature, ces substances chimiques paraissent jouer un role essentiel en
réduisant 1’appétibilité¢ des plantes qui en contiennent ou en les rendant méme repoussantes
pour les animaux (Hopkins, 2003).
En raison de leur valeur au plan économique ou médical, les chercheurs en chimie organique
ou ceux qui s’intéressent aux substances naturelles, ont étudié les métabolites secondaires
depuis des siecles. Durant ces trois derni¢res décennies, il a ét¢ montré que de nombreux
métabolites secondaires jouaient un role écologique important (Harborne, 1988; Rosenthal et
Berenbaum,1991; Paré et Tumlinson,1997).

Les fonctions physiologiques précises des métabolites secondaires sont trés discutées.
On leur attribue des propriétés d'attraction de pollinisateur, de défense contre des agents
pathogénes, des prédateurs ou encore contre des facteurs de contrainte lies a
leurenvironnement direct : UV, température... (Bell, 1980). Pour ce qui concerne leurs
fonctions chez les plantes, les métabolites secondaires exercent un réle majeur dans
I’adaptation des végétaux a leur environnement. Ils assurent des fonctions clés dans la
résistance aux contraintes biotiques (phytopathogenes, herbivores, etc.) et abiotiques (UV,
température, etc.). Sur le plan agronomique, le role de ces composés dans la protection des
cultures est connu (résistance aux maladies cryptogamiques, aux infections bactériennes, a
certains insectes), mais a ¢été relativement peu exploité pour ce qui concerne le
développement de variétés résistantes. Ces métabolites secondaires constituent, aujourd’hui

un des leviers d’une possible intensification écologique de 1’agriculture, en substituant
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notamment 1’usage d’intrants chimiques par des mécanismes de défense naturelle des plantes.

(Bourgaud, 2013).

1.2. Différents types de métabolites secondaires
Il y a trois classes principales de métabolites secondaires chez les plantes : les

substances phénoliques, les terpenes et les alcaloides (Ravenet al, 2003).

1.2.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des molécules spécifiques du regne végétal et qui
appartiennent a leur métabolisme secondaire (Mompon et al., 1996 ; He et al., 2008). On les
trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Leurs fonctions ne sont pas
strictement indispensables a la vie du végétal, cependant ces substances jouent un réle majeur
dans les interactions de la plante avec son environnement (Richter, 1993). Contribuant ainsi a
la survie de I’organisme dans son écosystéme. Le terme «phénol» englobe approximativement
10000 composés naturels identifiés (Martin et Andriantsitohaina, 2002 ; Druzynka et al.,
2007). L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau phénolique a 6 carbones (Fig.1) auquel est directement 1i€¢ au moins un groupe
hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Bruneton,

1999; Balasundram et al., 2006 ).

IOH

Fig 1. Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006 )

1.2.1.1. Biosynthese

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies
d’élaboration de cycles aromatiques, la voie du shikimate (également responsable de la
synthése des acides aminés) et la voie polyacétate, qui consiste en la condensation de
molécules d’acétyl- coenzyme A. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande
diversit¢ de molécules qui sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe, d’un tissu

particulier (Guignard, 2000 ; Bruneton, 2008).
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1.2.1.2. Classification des composés phénoliques

La classification des composés phénoliques est basée essentiellement sur la structure,
le nombre de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut
distinguer deux catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques

complexes (Clifford, 1999; D’ Archivio et al., 2007).

Composés phénoliques simples
Les flavonoides

Les flavonoides rassemblent une trés large gamme de composés polyphénoliques
constitu¢é de base a 15 atomes de carbones ayant une structure commune en Cs-C3-Cg
(Derbel et Ghedira, 2005).Constituent des pigments, leur fonction principale chez les plantes
est des colorations jaunes, oranges et rouges de différents organes végétaux (Derbel et
Ghedire, 2005). Et dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et
les attaques microbiennes (Crozier, 2003). Les flavonoides sont rencontrés dans les fruits
(notamment du genre Citrus ou ils représentent jusqu'a 1% des fruits frais), les légumes, le
thé, le café en contiennent également des quantités importantes. Les flavonoides composés

naturels, ils sont retrouvés dans plusieurs plantes médicinales (Derbel et Ghedire, 2005).

Fig. 2. Squelette de base des flavonoides (Crozier, 2003).

Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les flavonols,
les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. La structure de base de
ces différents flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements hydroxyles
¢tant généralement en positions 4, 5 et 7. Ces substances existent généralement sous forme de

glycosides (Chira et al., 2008).
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Les acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique (Bruneton, 2008).Trois catégories de corps entrent dans ce groupe: les
acides benzoiques, les acides cinnamiques et les coumarines (Charnay et Tourmeau, 2006).
Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique et
un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenyl ethanol) et hydroxytyrosol (3,4-
dihydroxyphenyl ethanol) sont les principales molécules de cette classe. Ces composés sont
trés abondants dans 1’olive (fruit et feuille), libres ou associés a I’acide linoléique (Micolet al.,

2005 ; Silva et al., 2010).

Polyphénols complexes (tanins)

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols. (Aguilera et al.,
2008). Ces substances ont des propriétés de fusion avec les protéines (Catier et Roux, 2007) et
donc leur aptitude a bronzer le cuir (Paris et Hurabeillen, 1981).
Dans le régne végétal, les tannins sont largement répandus et peut étre trouvés dans divers
organes, mais 1’un d’entre eux est particulierement visible dans les tissus anciens ou malades.
IIs se trouvent dans des meurtri¢res et sont parfois liés a des protéines et a des bases (Catier et
Roux, 2007). Les tanins sont divisés en deux groupes : les tanins hydrolysables et les tanins

condensés (Linden et Lorient, 1994).

1.2.1.3. Roles des composés phénoliques

Les composés phénoliques de plantes sont compatibles avec une large gamme de
molécules qui partagent un benzeéne portant un ou plusieurs groupements hydroxyles. Ils se
retrouvent partout dans des Iégumes et de certaines graines. Les composés phénoliques sont
impliqués dans différents aspects de la vie végétale et sont donc impliqués dans la physiologie
des plantes (lignification, interactions symbiotiques ...), dans les mécanismes de protection
des plantes (interactions biologiques et non biologiques) ou dans la coloration des plantes
(fleurs). En outre, ils sont utiles pour ’homme car ils contribuent au traitement de certaines
maladies par leur effet sur le métabolisme humain et leurs propriétés anti-oxydantes (Rosch et
al., 2004). Les composés phénoliques sont les antioxydants les plus importants synthétisés par
les plantes. Ils conferent aux plantes la capacité de se défendre contre I'oxydation, certaines

attaques externes et la décomposition (Menat, 2006).
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1.2.2. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites
secondaires volatils (Kalemba, 2003). Elles sont obtenues a partir de feuilles, de graines, de
bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits (Burt,
2004). Les huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation, expression a froid (Burt,
2004). De nouvelles techniques permettant d’augmenter le rendement de production, ont été
développées, comme I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse
température et sous haute pression (Santoyo et al., 2005) ou I’extraction assistée par ultrasons
ou micro-ondes (Kimbaris et al., 2006).
Les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en
parfumerie, en cosmétique et dans la conservation des aliments. Leur utilisation est liée a
leurs larges spectres d’activités biologiques reconnues (Paster et al., 1990 ; Caccioni et al.,

1994 ; Cowan, 1999 ; Nielsen et al., 2000 ; Lamiri et al., 2001 ; Cimanga et al., 2002).

1.2.3. Alcaloides

Un alcaloide est un composé d’origine naturelle (le plus souvent végétal), azoté plus
ou moins basique,  distribution restreinte et dou¢, a faible dose de propriétés
pharmacologiques. L’appartenance aux alcaloides est confirmé par les réactions communes
de précipitations avec les réactifs généraux des alcaloides (ex: réactif de Draguendorff)
(Merghem, 2009). Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en
pharmacologie et en médecine. L’intérét qu’on leur porte reposait traditionnellement sur leur
action physiologique et psychologique et particulierement violente chez I’homme (William,

2003).
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2. Plantes étudiées

2.1. Rosmarinus officinalis
2.1.1. Classification

Reégne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus officinalis L. (Franchomme, 1999 ; Bounnemain et Dumas, 1998).

2.1.2. Description botaniques

Le romarin est un arbrisseau vivement rameux touffu, toujours vert (feuilles
persistantes),trés aromatique, de 50 centimétres a 2 métres de haut. Il posséde des tiges
ligneuses a écorce brun foncé, avec des feuilles sessiles opposées, étroites et enticres (d'en
moyenne 3 cm sur 3 mm). Ces feuilles ont des bords fortement réfléchis vert foncé sur le
dessus, blanchatres et tomenteuse. Le calice est bilabié, en forme ovale et duveteuse, nu a la
base entiere formée de trois sépales. L'androcée est constitué de deux étamines, avec des
anthéres allongées. Le style ne posséde qu'un stigmate entier se développant en général apres
les ¢étamines. Le gynécée reposant sur un ¢€pais. L'ovaire est divisé en deux loges qui
contiennent chacune deux ovules. Le fruit est un akéne brun foncé, lisse et globuleux de 2 a 3
mm de long. Chaque akéne renferme un embryon sans albumen (Garnier et al., 1961 ; Anton

et al., 2005).

Fig 3. Rosmarinus officinalis
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2.1.3. Composition chimique

La composition chimique de la plante dans son ensemble dépend du lieu de croissance
et de récolte ainsi que du moment de la récolte dans le cycle végétatif (Staub et Bayer, 2013).
Ses feuilles riches en essence dont la composition varie avec les origines géographiques de la
plante (Boullard,1997). Les feuilles de romarin contiennent des dérivés polyphénoliques, des
huiles essentielles, des flavones comme 1’apigénine et la lutéoline et 2 a 4 d’acides uroliques
et d’autres dérivés triterpéniques (Gilly, 2005). Elles contiennent aussi des lactones

diterpeniques et des acides phénoles (EI Rhaffari, 2008).

2.1.4. Propriétés biologiques

Le romarin est a la fois une plante ornementale, aromatique et médicinale. Les feuilles
séchées de Rosmarinus officinalis sont utilisées en tant que condiment et entrent dans la
composition des thés et infusions. Rosmarinus offcinalis sous forme de feuille séchées ou
d’huile essentielle, trouve sa principale utilisation pour la fabrication de produits cosmétiques
(parfums, savons, crémes, tonifiants de cheveux, shampooings et autres préparations).
Rosmarinus offcinalis sert aussi pour produire les antioxydants naturels qui ont plusieurs
utilisations dans les industries agroalimentaires, cosmétiques et en pharmaceutiques (Chafai

et al., 2014).

2.2. Thymus algeriensis
2.2.1. Classification
Reégne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae
Genre : Thymus

Espéce : Thymus algeriensis Boiss & Reut. (Bonnemain et Dumas, 1998).

2.2.2. Description Botanique

L'espece pousse sur des sols calcaires pauvres et fertiles. Elle peut atteindre 20-50 cm
de hauteur. Les feuilles sont opposées et linéaires. Les fleurs, aux bractées ovales et a corolle
rose violacée ou pourpre blanchatre, sont petites (5-7 mm). La floraison a lieu entre avril et

juin. II se reproduit par graines. (Quezel et Santa, 1963).
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Figd. Thymus algeriensis.

2.2.3. Composition chimique
Cette plante contient des polyphénols (tanins) (Iburg, 2006), et Les flavonoides :
hespéridine, eriotrécine, narirutine (Takeuchi et al, 2004), lutéoline (Bazylko et Strzelecka,

2007). Cette espece contient aussi des huiles essentielles.

2.2.4. Propriétés biologiques

Thymus algeriensis est une plante herbacée parfumée largement utilisée, a 1'état frais
ou séché, comme herbe culinaire (Chaieb et Boukhriss,1998). En outre, cette plante est
¢galement largement utilisée dans la médecine traditionnelle contre les maladies du tube
digestif et anti-avortement (Le Floc'h, 1983). Récemment, I'huile essentielle de 7. algeriensis
s'est avérée posséder une activité inhibitrice intéressante vis-a-vis de l'enzyme de conversion
de l'angiotensine I, suggérant le potentiel de cette plante en tant qu'agent antihypertenseur

(Zouari et al., 2011).

2.3. Origanum vulgare
2.3.1. Classification
Reégne :Plantae

Sous-reégne :Tracheobionta
Division :Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe :Asteridae
Ordre :Lamiales

Famille :Lamiaceae

Genre :Origanum

Espéce : Origanum vulgare L.

10
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2.3.2. Description botanique

L'origan est un sous-arbrisseau vivace de 30 a 50 cm de hauteur, implanté sur les
pentes escarpées du bassin méditerranéen. Ses rameaux rougeatres, carrés, portent de petites
feuilles duveteuses a la forme ovoide se terminant en pointe. Ses fleurs, qui vont du blanc au
mauve selon les espéces, sont groupées en bouquets ronds au sommet des rameaux. Son

arOme puissant, épicé€, lui donne toute sa place dans la classe des aromates (Cardenas, 2017).

FigS. Origanum vulgare

2.3.3. Composition chimique
L’origan contient de l'huile essentielle a 3%, des flavonoides, des acides

triterpéniques, dont l'acide ursolique et l'acide oléanolique, ainsi que des acides phénols

(cardenas, 2017).

2.3.4. Propriétés biologiques

L’origan est utilis€¢ par voie interne, il est antalgique en calmant les douleurs
musculaires et articulaires ainsi que les régles douloureuse. C'est aussi un tranquillisant du
systéme nerveux, treés indiqué pour les personnes nerveuses, dépressives, anxieuses ou sujettes
aux migraines fréquentes. Cette plante médicinale peut aussi soulager les personnes souffrant
de troubles digestifs et de spasmes intestinaux, stimuler l'appétit et réguler la tension

11
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artérielle. En inhalation, cette médication naturelle nettoie les voies respiratoires (cardenas,
2017). Par usage externe, I’origan est un antiseptique efficace contre les aphtes, la gingivite et
autres infections touchant la bouche. Son huile essentielle s'utilise en massage ou en
application locale pour apaiser les foulures et les douleurs articulaires ainsi que pour soigner

les plaies superficielles (cardenas, 2017).

2.4. Marrubium vulgare.

2.4.1. Classification
Embranchement : Spermatophytes
Division :Magnoliophytes

Classe :Magnolipsides

Sous classe :Asteridae

Ordre :Lamiales

Famille :Lamiaceae

Genre :Marrubium

Espéce :Marrubium vulgare L.

2.4.2. Description botanique

Le marrube vulgaire est une plante, d’aspect blanchatre a odeur forte et désagréable,
de 30 a 80 cm de hauteur. Ses fleurs blanches, relativement petites, apparaissent du mois de
Mai jusqu’au mois de Septembre, et parfois encore en hiver. Les feuilles ont toutes un pétiole.
Ce dernier est trés allongé chez les feuilles inférieures, au contraire trés court et bordé par
deux prolongements du limbe chez les feuilles supérieures (Boukef, 1986).
L’inflorescence est allongée et formée de groupes successifs renfermant chacun de
nombreuses fleurs. Le calice est velu-cotonneux, avec un anneau de poils vers I’intérieur en
haut du tube du calice, il est terminé par 6 a 10 dents crochues. La corolle, couverte de petits
poils a I’extérieur, Les nectaires forment 4 lobes alternant avec les 4 parties de I’ovaire
C’est une plante vivace a tiges €épaisses, cotonneuses, tres feuillées, qui se perpétue (Quezel,

1963 ; Bellakhdar, 1997).
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Fig 6. Marrubium vulgare

2.4.3.Composition chimique

Une étude bibliographique compléte de Marrubium vulgare a révélé la présence de
d’Euterpe et de phényl éthylénes, qui contient un principe amer di a la présence de 1-lactone
(Novak, 1966), des composés glucosidiques (Hill, 1991). Parmi ces structures, on trouve

l'actoside, le non-glucose et le phénylthanoide et I'acétyl maroboside (Mann, 1994).

2.4.4. Propriétés biologiques

Actuellement, quelques especes de genre Marrubium demeurent utilisées, pour le
traitement des troubles gastro-intestinaux, diabete de type 2, difficultés respiratoires,
bronchites asthmatiques, tuberculose, toux seéches, coqueluches, fievres et diverses affections
cutanées. (Issancalis, 1992; VanderJagt, 2002; Herrera-Arellano, 2004; Hellen et Stulzer ,
2006; Al-Bakri, 2007). Une bonne activité antimicrobienne de 1’espéce Marrubium globosum
a également été observé (Rigano, 2006 ; Al-Bakri, 2007). L’action anti-oxydante du marrube
semble protéger contre I’oxydation du « mauvais » cholestérol (LDL) et accentuer 1’action du
« bon » cholestérol (HDL) (Matkowski, 2006). La plante pourrait donc contribuer a prévenir
I’athérosclérose (Berrougui, 2006).
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1. Etude phytochimique
1.2. Matériel végétal

Les quatre especes végétales ont été collectées de la région semi-aride de 1’Algérie,
Thymus algériensis et Rosmarinus officinalis de la région de Ain Beida (latitude :
35°47"47", longitude : 7° 23’ 34", altitude : 891 m), Origanum vulgare de la région de
Mila (latitude : 36° 27" 00", longitude : 6° 16’ 00", altitude : 486m) et Marrubium vulgare
de la région de Tebessa (latitude : 35° 24" 19”, longitude : 8° 06’ 59", altitude : 960m ).
Thymus algeriensis et Rosmarinus officinalis ont été récoltés pendant plusieurs années au
cours de la phase floraison : 2010, 2011, 2012, 2013, 2015 et 2019 pour Thymus algeriensis et
2010, 2011, 2012, 2013, 2014 et 2019 pour Rosmarinus officinalis. Origanum vulgare a été
récolté au stade floraison pendant I’année 2012 et Marrubum vulgare a été récoltée au stade
floraison au cours de I’année 2011.
Le matériel végétal utilisé était les parties aériennes (feuilles, fleurs, tiges) pour chaque
espece. Ces parties ont été coupées en petits fragments et stockées dans des sacs en papier a la
température ambiante et a I’obscurité. Au cours de I’expérimentation, le matériel végétal a
¢té broyé a l'aide d'un mortier en porcelaine. Le matériel broy¢ obtenu a ét¢ conservé dans des

flacons en verre pour son utilisation dans 1’é¢tude phytochimique.

1.2.1. Tests préliminaires de principes actifs

1.2.1.1. Flavonoides

Dix grammes du broyat végétal sont trempés dans de I’ hydrochlorure 1% pendant 24 heures
puis sont filtrés, ’hydroxyde d’ammonium est ajouté au filtra jusqu’a ce qu’il devient
basique, I’apparition de la couleur jaune claire indique la présence de flavonoides. (Morreel et
al., 2006).

1.2.1.2. Saponosides

Deux gramme de la poudre végétale sont bouillis dans 80 ml eau distillée puis filtrés. Apres
refroidissement, le filtrat est agité. L’apparition d’'une mousse stable indique la présence de
saponosides. (Hostettmann et Marston, 1995 ; Dinda et al., 2010).

1.2.1.3. Tannins

Dix grammes de la matiere seche végétale broyée sont trempés dans I’éthanol 50% et filtrés,
on prend quelques millimetres du filtrat et on y ajoute des gouttes de chlorure de fer. La
formation d’une couleur verte foncé indique la présence de tanins. (Claude et al., 2000).

1.2.1.4. Triterpénes
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Cing grammes de la poudre végétale sont trempés dans 1’éthanol 70%, 1’extrait alcoolique est
évaporé, le résidu est dissout dans 2ml de chloroforme puis filtré , on prend une quantité
suffisante du filtrat et ’introduit dans un tube a essai , on y ajoute 1ml d’acide acétique et Iml
d’acide sulfurique , I’apparition d’une couleur rouge violet suivie d’une couleur vert signe la
présence de triterpénes.( Justin, T. F,2017).

1.2.1.5. Alcaloides

Dix gramme de la poudre végétale sont introduits dans une fiole d’Erlenmeyer en présence de
50 ml hydrochlorure (HCl), I’extrait acide est filtré puis on ajoute au filtrat ’hydroxyde de
potassium jusqu’a I’obtention d’une solution basique qu’est extraite par le chloroforme.
L’extrait chloroformique est évaporé puis 2 ml de HCI sont ajoutés au résidu. La présence des
alcaloides est testée par I’addition des gouttes du réactif de Mayer qui entraine I’apparition

d’un précipité blanc. ( Bourmita et al., 2013).

1.2.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans un
appareil de type Clevenger. Trois distillations ont été réalisées de 50 g de matériel végétal sec
pendant 2 heurs. Les huiles obtenues ont été séparées compleétement de 1’eau et le rendement a
¢té calculé par rapport a la matiére seche végétale comme suit :
RHE (%)=M/M' x 100
RHE : rendement de I’huile essentielle de la matiére séche végétale
M' : masse de I’huile essentielle en gramme

M : masse de la matiere végétale séche utilisée en gramme.

1.2.3. Extraction et dosage des composés phénoliques
1.2.3.1. Extraction

L’extraction des composés phénoliques est basée sur la macération dans 1’éthanol.
Pour extraire ces substances des quatre especes ¢étudiées, nous avons adopté le protocole
décrit par Merghem (2009). Dix grammes de la poudre de la matiére séche végétale ont été
macérés dans 100 ml d’éthanol (70 %) a la température ambiante pendant 24 h puis sont
filtrés sur papier filtre, le filtrat est évaporés presque a sec sur une plaque chauffante a 80 °C,
les extraits secs sont stockés et conservés dans des flacons en verre jusqu’a leur utilisation

pour le dosage.
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Pour I’ année 2013, nous n’avons pas des quantités suffisantes de maticres seche pour Thymus
algeriensis ainsi que pour ’année 2015 pour Rosmarinus officinalis, donc I’extraction n’a pas

été effectuée.

1.2.3.2. Dosage de composés phénoliques

Les teneurs en polyphénols totaux chez les quatre plantes ont été déterminées par la
méthode de Folin-Ciocalteu. Ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique ; lorsque les polyphénols sont oxydés, ils
réduisent le réactif de Folin-Ciocalteu en complexe ayant une couleur bleue constitué
d’oxyde de tungsteéne et de molybdene. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux
des composés phénoliques oxydés.
0.5 ml de I’extrait a été ajouté a 2.5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu et 2 ml de Na,COs, le
mélange finale a été incubé pendant 30 min a I’obscurité et a la température ambiante.
L’absorbance de I’extrait a été mesurée par spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 765
nm. Une gamme d’étalonnage a été préparée dans les mémes conditions sans I’acide gallique.
La concentration des composés phénoliques a ¢été calculée de 1’équation de la courbe

d’étalonnage (Annexe 1).

2. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été traités statistiquement par une analyse de la variance a un
facteur pour le rendement des huiles essentielles et a deux facteurs pour les composés
phénoliques. Ainsi, une comparaison des moyennes a été faite par le test de Tukey pour
distinguer les groupes homogenes et hétérogenes. Le traitement statistique a été réalisé par le

logiciel Excel-Stat.
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Résultats et discussion

1. Etude phytochimique

1.1. Tests préliminaires de principes actifs

Les tests qualitatifs de principes actifs effectués sur O. vulgare et M. vulgare ont

montré que les deux plantes contiennent des saponines, tanins, terpénes, cardénolides et des

flavonoides et sont totalement dépourvues d'alcaloides (Tableau 1).

Tableau 01. Résultats de tests préliminaires de principes actifs chez Origanum vulgare et

Marrubium vulgare.

Principe Saponines | Tanins Terpénes cardénolides | Alcaloides flavonoides
actif

M. vulgare +++ + + + - +

O. vulgare + ++ ++ + - +

(+) : présence, (-) : absence

Fig7. Test de saponines
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Fig 8. Test de tanins

Fig 9. Test de terpénes
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Fig 10. Test de cardénolides : a gauche témoin, a droite résultat

Fig 11. Test de flavonoides

1.2. Teneur en huiles essentielles

L’analyse statistique a montré une différence trés hautement significative (P < 0.001)
dans la concentration des huiles essentielles entre les deux espéces Rosmarins officinalis et
Thymus algeriensis. R. officinalis a présenté un rendement plus élevé (1.52% =+ 0.04) suivi de
T. algeriensis (0.80% = 0.04). Origanum vulgare a montré un rendement de 2.44% + 0.12
(Fig 11, Fig 12).
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Fig 12. Teneur en huiles essentielles en (%) chez Rosmarins officinalis et Thymus algeriensis.

Nos résultats sur le rendement des huiles essentielles de Rosmarins officinalis collecté
de la région de Ain Beida (Algérie) sont plus élevés de ceux enregistrés par Djeddi et al.
(2007) qui ont évalué une teneur en huile essentielle de 0,82 % dans parties aériennes fraiches
récoltés au stade floraison dans une zone a climat subhumide et en accordance avec les
résultats de (Boutekedjiret et al., 2003) (1.5 %).

Bousbia et al. (2009) ont montré que le romarin cultivé a donné un rendement varie de 0.33 +
0.09 % a 0.35 + 0.07% selon la méthode d’extraction et le rendement du romarin de la région
de Bordj Bou Arreridj varient entre 0.44 et 1.5% (Boutekedjiret et al., 1998; 2003).

Des études ont suggéré que les différences dans les rendements en huiles essentielles de
romarin sont attribuées a I’'influence de différents facteurs tels 1’habitat, le climat, le facteur
génétique (Belbey, 2014).

Nos résultats montrent que le rendement des huiles essentielles de Thymus algeriensis
est plus ¢€levé que les rendements marqués par plusieurs auteurs, chez la méme espece, qui
ont obtenu des quantités entre 0.3% et 0.5% (Hazzit et al., 2009 ; Abdelhakim et al., 2013).
Selon Aberchane et al. (2001) et Bourkhiss et al. (2011), de nombreux facteurs influencent le
rendement, les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles tels que 1’espece, les
conditions environnementales, la technique d’extraction, les conditions de séchage, la période

et le milieu de récolte, les pratiques culturales et I’age du matériel végétal.
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Fig 13. Teneur en huiles essentielles en (%) chez Origanum vulgare.

Notre résultat sur le rendement des d'huiles essentielles de Origanum vulgare est
proche de celui obtenu par Amrouni et al. (2014) sur la quantité des huiles de Origanum
vulgare collecté des régions montagneuses du Nord-est de 1'Algérie (2,7% =+ 0,06) et
Bouhaddouda et al. (2016) (2,52%). Alors que Derwich et al. (2010) a rapporté un rendement
plus faible de 1.15% sur la méme plante. Ainsi que Mechergui et al. (2010) ont rapporté un
rendement entre 0.1 a 0.7%. La variation de la composition des huiles de Origanum vulgare
est due a la localisation géographique du site de récolte, le climat et le facteur génétique

(kintzios, 2002).

1.3. Teneur en composés phénoliques

Les deux espéces ont présenté des différences trés hautement significatives (P < 0.001)
dans la concentration des composés phénoliques. Thymus algeriensis a présenté la meilleure
concentration dans 1’année 2015 (0.16 mg EAG/ml) suivi des autres années avec des
rendements entre 0.10+0,001 et 0.14+0,002 mg EAG/ml. R. officinalis a enregistré les
meilleures quantités pendant les années 2012 et 2014 (0.08+0,002 mg EAG/ml) suivi des
autres années qui ont présenté des quantités entre 0.03+0,001 et 0.07+0,001 mg EAG/ml.
Ainsi, Thymus algeriensis a présenté des teneurs en composés phénoliques plus élevées que

celles observées chez Rosmarins officinalis (Fig 13).
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Fig 14. Teneur en composés phénoliques en mg EAG/ml chez Rosmarins officinalis et

Thymus algeriensis pendant différentes années de collecte.

Nos résultats obtenus sur les composés phénoliques sont en accordance avec ceux
rapportés dans la littérature. Zeghad (2009) a rapporté une teneur de composés phénoliques de
10,42+0,003 mg EAT/g chez Rosmarinus officinalis. Muchuweti et al. (2007) ont estimé une
teneur de 10,83 mg EAG/g chez la méme plante.

Zeghad (2009) a montré que Thymus vulgaris présente une quantité de 9,07+ 0.002 mg EAT/g
et Madi (2010) a montré une teneur de 18,57+ 0,02 mg EAG/g chez Thymus algeriensis.

La distribution des métabolites secondaires dans les différentes parties de la plante peut
changer pendant la croissance de la plante. Cela peut étre lié aux conditions de
I’environnement : la température élevée, exposition a la lumicre, sécheresse, salinité, qui
affectent la biosynthése des métabolites secondaires tels que les polyphénols (Falleh et al.,
2008 ). En outre, La teneur en composés phénoliques d'une plante dépend aussi de conditions
climatiques, le moment de la récolte, le solvant d’extraction, les conditions de stockage

(Podsedek, 2007).

L’analyse statistique a montré une différence trés hautement significative (P < 0.001)
entre les quatre especes étudiées, Origanum vulgare a présenté la concentration la plus élevée
0.206 = 0.002 mg EAG/ml suivi de Thymus algeriensis 0.108 + 0.002 mg EAG/mI, et
Rosmarins officinalis avec une concentration de 0.082 = 0.01 mg EAG/ml. Marrubium

vulgare a présenté la quantité la plus faible de 0.047 = 0.002 mg EAG/ml (Fig 14).
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Fig 15. Teneur en composés phénoliques en mg EAG/ml chez Rosmarins officinalis, Thymus

algeriensis, Origanum vulgare collectés en 2012 et Marrubium vulgare collecté en 2011.

La teneur en composés phénoliques obtenue de la mati¢re végétale seche de 1’origan
est inférieure a celle obtenue par Al Anbari et Hasan (2015) qui ont évalué une quantité de
373.2 mg EAG/g. Alors que Amrane (2017) a trouvé une quantité de composés phénoliques
faible de 1.66 mg EAG/g par rapport a notre résultat. Concernant Marrubium vulgare, Kasmi
(2016) a montré une teneur plus élevée que notre résultat (61,41 + 0,006 mg EAG/g) et
Hamadache (2011) a rapporté une concentration trés proche de notre valeur (46.06 mg
EAG/g) chez Marrubium vulgare. La variation du taux de polyphénols peut étre due a la
diversité variétale, les conditions climatiques (température), la maturité de la plante et les
différents procédés d’extraction tels que le type de solvant et le temps d’extraction (Popovici

et al., 2009).
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Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales représentent la source chimique naturelle de la pharmacopée
et I’avenement de la chimie moderne. Grace a leur synthése de composants phytochimiques
actives, elles posseédent une large gamme d’activités biologique. L’extraction des composés
polyphénoliques et des huiles essentielles est une étape cruciale pour la valorisation de

principes actifs chez les plantes.

Dans notre travail, nous avons réalis¢ les tests qualitatifs de substances actives ainsi
que D’extraction et 1’ évaluation du rendement des composés phénoliques et des huiles
essentielles chez quatre plantes médicinales collectées de la région semi aride algérienne :
Thymu algeriensis, Rosmarinus officinalis, Marrubium vulgare et Origanum vulgare.

Nous avons obtenu les résultats suivants :

v' Les tests qualitatifs de principes actifs effectués sur O. vulgare et M. vulgare ont
montré que les deux plantes contiennent des saponines, tanins, terpenes, cardénolides,

et des flavonoides et sont totalement dépourvues d'alcaloides.

v" Le rendement des huiles essentielles de T. algériensis et R. officinalis pour 1’année
2019 est différent significativement : 0.80% + 0.004 et 1.52% + 0.004 respectivement.

Origanum vulgare a donné un rendement de 2.44% + 0.12.

v" Au cours de différentes années de 1’études, 7. algeriensis a montré la concentration la
plus ¢élevée en 2015 (0.16 + 0.02 mg EAG/ ml) et R .officinalis a enregistré la quantité
la plus élevée en 2012 et 2014 (0.08 = 0.002 mg EAG/ ml), T. algeriensis a également
présenté la concentration la plus élevée en composés phénoliques par rapport a R.

officinalis.

v' Origanum vulgare a présenté la plus forte concentration de composés phénoliques en
2012 (0.206 + 0.002 mg EAG/ ml) suivi de 7. algeriensis en 2012 (0.108 + 0.002 mg
EAG / ml) puis R. officinalis en 2012 (0.082 + 0.001 mg EAG / ml) alors que
M .vulgare a enregistré la concentration la plus faible en 2011 (0.047 = 0.002 mg
EAG / ml).
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Conclusion

Les teneurs en composés phénoliques dans la matiére végétale collectée récemment et
stockée pendant quelques années chez deux especes étudiées Thymus algeriensis et
Rosmarinus officinalis indiquent que le stockage n’a pas beaucoup altéré les teneurs
en composés phénoliques.

Le stockage de plantes médicinales dans des conditions favorables n’affecte pas
beaucoup le rendement de métabolites secondaires. Dans des études ultérieures, 1’effet
de stockage sera testé sur la composition chimique de métabolites secondaires chez les

plantes étudiées.
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Annexe 01. Courbe d’¢talonnage de I’acide gallique
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