A ) dha) jRaal) 45,00 Jad) 4y ggend
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

alad) ) g M) anladl) 3 ) 3 g
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

| RS- RPRY I FESYEPINEN
4 Fréres Mentouri Constantine 1 University
¥ Université des Fréres Mentouri Constantine 1

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Blall g daglal) 2 gle 4,18
Département de Biochimie et Biologie A ) s Ag slad) L ol gl 5 Ay gand) £laaSl) anid

Cellulaire et Moléculaire

Mémoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie.

Filiere : Sciences Biologiques.
Spécialité : Biochimie.
N° d’ordre :
N° de série :

Intitulé :

Caractérisation moléculaire de I’extrait hydro alcoolique

d’Origanum vulgare et I’étude du pouvoir antioxydant.

Présenté par : MADACI ABD ELMOUMEN Le : 29/06/ 2022

DEFFAS BEDREEDDINE

Jury d’évaluation :

Encadreur : MERGHEM Rachid (Pr — UFM Constantine 1).
Examinateur 1 : NOUADRI TAHAR (Pr — UFM Constantine 1).
Examinateur 2 : MEDOUKALI IMANE (MCB- UFM-Constantine).

Année universitaire

2021/2022



A ) dha) jRaal) 45,00 Jad) 4y ggend
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

alll i)y ad) adail) 35039
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

| RS- RPRY I FESYEPINEN
4 Fréres Mentouri Constantine 1 University
Y Université des Fréres Mentouri Constantine 1

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Blall g daglal) 2 gle 4,18
Département de Biochimie et Biologie A ) s Ag slad) L ol gl 5 Ay gand) £laaSl) anid

Cellulaire et Moléculaire
Mémoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie.
Filiere : Sciences Biologiques.
Spécialité : Biochimie.
N° d’ordre :
N° de série :

Intitulé :

Caractérisation moléculaire de I’extrait hydro alcoolique

d’Origanum vulgare et I’étude du pouvoir antioxydant.

Présenté par : MADACI ABD ELMOUMEN Le : 29/06/ 2022

DEFFAS BEDREEDDINE

Jury d’évaluation :

Président : MERGHEM Rachid (Pr — UFM Constantine 1).
Examinateur 1 : NOUADRI TAHAR (Pr — UFM Constantine 1).
Examinateur 2 : MEDOUKALI IMANE (MCB — UFM-Constantine).

Année universitaire

2021/2022



Remerciement :

Au nom d'Allah SWT, le Trés Miséricordieux et le Plus Miséricordieux.

Toutes les louanges a Allah et Sa bénédiction pour l'achévement de ce travail.

Nous tenons particuliéerement a remercier le Professeur Merghem
Rachid a Université Fréres Mentouri Constantinei, pour avoir accepté de
nous encadrer, pour la confiance qu'il nous a accordé, et les conseils
prodigués tout au long de la réalisation de ce modeste travail. Nous lui
exprimons notre gratitude pour nous avoir fourni les outils méthodologiques

indispensables.

Nous tenons a exprimer toute notre reconnaissance et notre gratitude
envers tous ceux qui nous ont soutenu et encouragé tout au long de cette
traversée du désert et nous ont permis de redoubler d’effort et de

persévérance.

Nos vifs remerciements pour les membres de jury le professeur
Nouadri Tahar et Medoukali Imane qui nous ont fait ’honneur de juger ce

mémoire.



edlicace

Aveo {wide d ALLAH v

Le lout pussant ;

Ce traval est acheve

e to dede.,,
A nes chors parents gu’ m ont widé @ étre ce que pe Sws ; aveo

tant d amour et d &ffw tion

A na chéres swars ot mes ohers frere ; pour toar aite
£t bour soution moral

ﬁ\ loutes mes amres |

£t tous cear qu’ me sont chers,.,

A mon cher chat Diboa,

A mor-mime

Abd £ Moamen



edlicace

Nous remercions ALLAH v
Q' nous a widé et nous a donné la patience et le conrage

/ . V3 v
d entamer et lermmer ce memorre,

Ve dédle ce travat.,
A mes chers parents ; 7«/'/1(5/(&‘ tout donné sans rren allendre ex

reloas,

A tute ma fa/f(///e , loales mes swars el Lous mes fﬁéﬁw K
£t tous coun gu’ me sont chers

A mor-mime

Buadre Ldiie.



LISTE DES FIGURES :

Figure 1: L’espéce Origanum vulgare (Origanum vulgare — wild marjoram, s. d.)........... 4
Figure 2 : Distribution du genre Origanum dans le monde (letswaar, 1980).............cccccvennee. 5
Figure 3: Tige et feuilles de I’espéce O. vulgare (Origanum vulgare — wild marjoram, s.
[0 0 T TP PPR PP OPTPPPI 5
Figure 4: Les fleurs d’Orianum vulgare (Origanum vulgare — wild marjoram, s. d.). ....... 6

Figure 5: Quelques exemples d’acides phénols dérivés de 1’acide benzoique (C6-Cl)

(MErghem, 2009).......oiueieiee ettt ettt bbbt 12
Figure 6: La structure des C6-C3 dérivés de I’acide cinnamique (Merghem, 2009)............. 12
Figure 7: Structure des coumarines (Merghem, 2009)...........cccceoiiiriieniiinie e 13
Figure 8: (A) structure d’une lignane (Merghem, 2009), (B) ressemblance entre la lignine de
lin et I’cestradiol (Lambli et al, 2008). ........cooiiiiiiiiiiiieiie e 13
Figure 9: Structure générale d’un flavonoide (Singla, R. et al., 2019). .......cccccceeviiiiennnnne 14
Figure 10: les difféerentes classes de flavonoides (Singla, R. et al., 2019). ...........cccvevvnnnne. 15
Figure 11: Coupe schématique d’une artére saine et d’une artére artérioscléreuse : place de
I’endothélium vasculaire (GUEFIN-DUDOUIT, A)....ccciuiiiiiieeeie e 20
Figure 12: Structures des Acarbose et Miglitol (Griffith, 2012).........ccccccocvvviiiiiiiie e, 21
Figure 13: Origanum VUIGAIE. .........coouiiiiiieeiiie ettt e saa et e e st eeanee e 22
Figure 14: L’extrait méthanolique d’OTiZan..........ccceeoiireiiiieiiie e 23
Figure 15: Affrontement par les solvants dans I’ampoule a décanter. ..............cceevvvveervnnnne, 24

Figure 16: Schéma récapitulatif d’extraction et d’analyse des polyphénols (Merghem, 2009).

............................................................................................................................................. 26
Figure 17: Schéma de principe d’un spectrophotométre a double faisceau (Bouhelassa. M,
10 TSRS OSPPRURTPPROS 30
Figure 18: Spectre d’absorption d’un flavonoide (Khelfllah A, 2013). ........cccoovveiiiieiinenne, 31
Figure 19: Graphique montrant le changement de la couleur du DPPH du violet au jaune
(BeNALLLIA., 2017)....ei ettt ettt e e a e et a e e araaearaaeas 33

Figure 20: CCM analytique des flavonoides d’O.vulgare sur la plaque de polyamide DC6. A :
a la lumiere visible, B : au UV 365nm, C : a la lumiere visible aprés pulvérisation par réactif
NEU, D : au UV 365nm apres pulvérisation par le réactif NEU. ..........c..cccooeeviiiiiiie e, 35
Figure 21: Les spectres des différentes phases : Ether, MEC, H20 et Acétate....................... 37
Figure 22: spectre d'absorption d'acide galliqgue (Mansuri et al., 2019)..............cccoveeiinnnn. 38


file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036928
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036928
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036942
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036942
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036943
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036944
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036944
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036947

Figure 23: Temps de changement de couleur de DPPH en fonction de la quantité d’extrait. .40
Figure 24: Augmentation des recherches sur "diabete et polyphénols™ depuis 2010 (Sun et al.,

2020). et h R b £ e b £ bt R e e R e R £ b e e bt Rt e b e e bt e bt b e e ebeenneas 41
Figure 25: les effets antidiabétiques des polyphénols (Sun et al., 2020)..........c.ccccevverirennenn. 42
Figure 26: Effets antidiabétiques des polyphénols alimentaires (Sun et al., 2020)................ 43

Figure 27: L’effet préventif des polyphénols a chaque niveau du diabéte (Umeno et al., 2016).


file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036948
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036949
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036949
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036950
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036951
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036952
file:///C:/Users/MicroSoft/Downloads/origan%20version%202.docx%23_Toc106036952

LISTE DES TABLEAUX:

Tableau 1: ROS : diversité et nature chimique (Sies, H, 2017)......ccccooeriinienienieiieeeieeene 7
Tableau 2: Les différentes classes de polyphénols (Merghem, 2009). ........cccccevienieniennenne. 10
Tableau 3: Les types de diabéte sucre (Sahnine, N.et al, 2018). ........cccceceeviriiriinienieene 16
Tableau 4: Caractéristiques des diabétes de type 1 et de type 2 (Sahnine, N.et al, 2018). ....18
Tableau 5: les différentes causes du diabéte (Sahnine, N.et al, 2018)..........cccvevvvevvveenennee. 19

Tableau 6: Relation entre la fluorescence du spot et la structure des flavonoides (Lahoual,
2005). 1ttt b bbb b h e bbbt a bbbt e a st et e bt eae et et e 29
Tableau 7: Principales caracteéristiques des spectres UV-Visible des flavonoides (Markham,

10B2). 1vvoevveeeeeeeeeeeeeeseeeeee e et e e e et ettt s e eee e 32

Tableau 8: Mise en évidences des flavonoides présents dans les différentes phases d’extraction.

Tableau 9: Résultats de DPPH par changement de couleur. ...........coocvveeiieecieeeciee e 39



TABLE DES MATIERS :

[T 0T ol 1<) 01T o | PSRRI 3
DT o= o= TSRS OSSR 4
LISTEDES FIGURES ;... e e e e e e e e 6
LISTE DES TABLEAUX ..ottt et a e e e e e st a e e e e e e 8
INtrOdUCEION GENEIFAIE ... 1
Chapitre | : L espéce Origanum VUIQAre. ..........cocoiiiiiiiinie e 3
I.  Généralités sur le genre Origanum .. ....ccoooeiiiiieniee e 3
I N[0 0 T=T o oL SRR 3
2. Description botanique du genre OriganUM & ........eeieeiuierieeree e 3
Il.  Pespéce Origanum VUIAre ©............ccooiiiiiiiiiiiii e 4
1. POSItION SYStEMALIGUE :..eevveeeiiieeiiieeeiieesiee e st et e e st e e e stae e e srae e e snte e e sntaeesnteeesneeeeanes 4
2. Description et distribution d’Origanum VUIgare : .........cccceevive e 5
3. L’huile essentielle d’Origanum VUIQAIE : ........coouiveiiieeiie e see e 6
Chapitre 11 : Le stress OXYdatif. ..........ccccoviiiiiiiiie e 3
L. Le Stress OXYAAtif & .....cceiiiiiie e 7
Il. Les ROS especes reactives de I'oxygene et leur origing @ .......ccccoooveeviveeiiieeiiinnn, 7
1. Les défenses antioXydantes & ........ceeeiiiieiiieeiiie e e e 8
1. Superoxyde diSmutase SOD : ......ccciciiiiiiiie e 8
2. LA CALAIASE ..o 8
3. Glutathion peroXydase (GPXS) :.....ciiieeiiiie e ctee e e e e e 9
4. Le Systeme thOFIAOXINES :...cc.veiiiiie et e e 9
5. Glutathion S peroXydase GST :.....ccciveeiiiie et 9
Chapitre 111 : Les composés PhENOIIQUES. .........cccveeiiiii i 3
. Lescomposés PhENOIIQUES & ......c..eoiiiiiiiee e 10

Il.  Voies de biosynthése des polyphénols : ..........cccoviiiiiiiiic i, 10



I11. Les principales classes des polyphénols : ... 11

1. Les acides PhENOTIGUES :©.......oviiiiiie ettt 11
2. LLES COUMBAIINES ..ottt ettt ettt etttk ettt ettt ettt e bt et et e e nnneenbne s 13
3. LES HGNANES .. 13
4. LeS TIAVONOTUES ..ottt 14
Chapitre IV 1 Le diabete. .........ooiiieeeee e 8
1. DEFINItION du di@bete: ........ooiiiee s 16
I1. Les différents types de diabete : .........ccoiieiiiiiiii i 16
1. DIADBLE LYPE L oottt et nreenneas 17
2. Le diabBe dE TYPR2 i e 18
3. Ladifférence entre diabte 1 6t 2 i ...ooiiiiiiiiiiee e 18
1. Les causes de diabete @ ......cc.oi i 19
V. Les complications du diabete :..........cccveiiiieiiii e 20
V. Les antidiabétiques et leurs effets secondaires @ .........ccccevvveevieeeciieescie e, 21
Chapitre V : Matériels et MEthodes. ..........cooiveiiii e 8
L. Matériel d’tude ©............coooiiiiii s 22
1. MEthodes A EtUAES ............ocvieiiiiiiieiie e 22
1. Analyses phytoChIimMIQUES :........ooiiiiieiiee e 22
1. Extraction HQUIde/lIQUIdE :........oooivieiieece e 23
2. Diagnostic par CCM analytiQUe : .......ecoiereeiiie et 26
3. Les principaux E1Ements du CCM : ......ooiiiiiiieecee e 27
4. Visualisation des PIAgUES : ......cooviieiiie e 27
T 8 16 1<) 018 U o715 (0 s RO PO TP PRPRP 28
6. Spectrophotométrie UV-VIiSIDIE & .........ccvviiiiiiiiie e 30
7. Evaluation de ’activité antioxydante par diphényl-picryl-hydrazyl (DPPH)............ 32
Chapitre VI : Résultats et diSCUSSIONS. .........cceieiiiiieiiiee i 33

|.Résultats de aspect qualitatif : ....................ccooiiiii 34



2. Analyse spectrale des fraCtioNS :..........ccuoiiieiiiiiie e 37
Il. L’activité anti-radicalaire par DPPH ©..........cccoiiiiiiiie e 39
Chapitre VII : Relation entre les polyphénols et le diabéte.............ccocooviiiiiennnnn, 33
1. Les polyphénols alimentaires comme un agent antidiabétique : .............c.ccooevenee. 41
2. Mécanisme des polyphénols alimentaires comme un agent antidiabétique :......... 41
3. Relation activité antidiabétique et antioxydante des polyphénols :....................... 44
CoNCIUSION BT PEISPECTIVES :......eieiiieiie ittt 45
Références bibliographiqUEeS ...........ooo i 46

RSUIMIG & ..o oottt et et et e e e e e e e e et e e e e e e e e e et e e e e e e reer e raas 48



Introduction
Geénérale



Introduction générale

Introduction générale :

Les maladies chroniques sont considérées comme un probléeme public a cause de leur
taux de morbidité en particulier chez les personnes agées, les gens qui souffrent de pauvreté, la
malnutrition ou qui ont un mode de vie sédentaire. Plus de 190 millions de personnes
diabétiques dans le monde (WHO, 2018), le diabéte une maladie caractérisé par une glycémie
a jeun élevée grace a I’incapacité de 1’organisme a produire ou utilisée I’insuline (Kawai 2011,

Benalla 2010).

Le diabete une maladie chronique, et on distingue le type | et le type 2 ; le premier une
maladie auto-immune ou il y a destruction des cellules béta Langerhans du pancréas. Le
deuxiéme type trouble métabolique cause un probléme dans la sécrétion d’insuline, due a une
alimentation non équilibrée ou la géneétique. Le diabete type 2 (DTII) est la troisieme cause
mondiale de déceés prématures (WHO 2018, Griffith 2012).

Traiter le diabéte sans effets secondaires est devenu un défi, les anti-hyper glycémiques
utilisé contre le diabéte ont des effets néfastes sur la santé ; maladies gastro-intestinales,
insuffisance cardiaque, fractures osseuses (Griffith, 2012). La demande en produits a base de
plantes naturelles est devenue le but des chercheurs récemment, en raison de leur faible codt,

leur grande disponibilité et peu d’effets secondaires (Banerjee, M., 2020).

Les plantes médicinales sont traditionnellement utilisées depuis I'Antiquité pour traiter
les maladies courantes et les maladies plus graves. Leurs actions proviennent de leurs composes
chimiques : métabolites primaires et secondaires (Liyanagamage, 2020). La revalorisation de
I'herboristerie traditionnelle pourrait aboutir a I'hnomologation de nouveaux médicaments a base
de plantes. La possibilité de concilier le meilleur de chaque discipline, traditionnelle et

allopathique, est un grand progres.

L’ Algérie posséde une richesse et un trésor inestimables en plantes médicinales, Située
au cceur de la mer Méditerranée est caractérisée par une trés grande variation de reliefs et de
climats ; depuis le Tell au Nord, les hauts plateaux pour arriver aux dunes de sables du Sahara
situées dans le Sud. Parmi cette végétation, on trouve les plantes aromatiques utilisées pour
I’aromatisation des aliments, les arts culinaires et les vertus médicinales (Mahfouf Nora,
2018). Dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques on s’intéressé a la plante de la

famille des lamiacées, ’espece qu’on va étudier : Origanum vulgare cultivé dans la région de
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Constantine. L’origan une plante aromatique pérenne connues par ses activités antioxydantes,

antidiabétiques, antifongiques...

La présente étude s'inscrit dans ce cadre de valoriser les plantes a intérét thérapeutiques
dans 1I’Algérie et étudier ses biomolécules et leurs activités antioxydantes et ses effets

antidiabétiques. Le présent manuscrit est scindé en parties :
+ La premiére partie : partie bibliographique :

Chapitre 1 présente des généralités sur Origanum : classification systémique, origine,
répartition géographique et son intérét biologique.
Chapitre 2 la maladie du diabéte, les types et le mécanisme.

Chapitre 3 les antioxydants naturels les polyphénols, classes.

+ La deuxiéme partie : partie pratique :

Chapitre 1 : décrire les techniques expérimentales et toutes les techniques et méthodes utilisees
pour I'étude biochimique qui comprend les activités d'extraction, de dosage colorimétrique et
d'antioxydants

Chapitre 2 : une étude phytochimique, qui discute des résultats des activités biologiques.

+ Enfin, une conclusion générale et des perspectives de recherche viendront cléturer

cette revue.
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Chapitre 1 : Origanum vulgare

I. Généralités sur le genre Origanum :

1. Nomenclature :

Ornement des montagnes « qui se plait sur la montagne ». Le terme francais apparait
au X111 siecle.

Oros = montagne

Origanum )
Ganos = éclat

Le terme origan provient du latin Origanum, lui-méme issu de grec origanon. Le nom
origanum est improprement utilisé souvent pour nommer d’autres espéces : origan espagnol

(Thymus captitatus) et I’origan mexicain (Lippia graveolens) (Chalchat, J. 1998).
2. Description botanique du genre origanum :

Ce genre fait partie de la famille des lamiaceae, composée de pres de 258 genres et 6970

d’espéces d’herbes. Ce genre comprend de nombreuses especes, varietes.

Le genre origanum comprend de nombreuses especes, variétés et hybrides qui peuvent
étre distingué individuellement. Les caractéres distinctifs du genre Origanum sont d'apres
(letswaart, 1980) :

Les tiges : les parties inférieures des tiges sont en général ligneuses et persistantes. On trouve
plusieurs tiges dressées ou ascendantes portant des branches latérales, de longueur tres variable

de 10 a 60 cm, la plupart des tiges portent des poils, au moins a la base dans toutes les espéces.

Les feuilles : sont sessiles ou pétiolées surtout au niveau des nceuds inférieurs, les poils portés
par les feuilles et les tiges sont identiques, elles portent des poches sécrétrices sessiles ou
pédonculées, ces glandes sécrétrices sont aussi présentes sur tiges, bractées, calices et corolles
(CHICKOUNE., 2007).

Les feuilles peuvent étre aussi plus ou moins glabres, dans ce cas elles sont presque toujours

glauques car recouvertes par une fine couche de cire.
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Les fruits : sont des akénes ovoides, bruns, mesurant 1 a 5 mm de long et 0,5 mm de large
figure 3. Les caracteres fondamentaux du genre Origanum résumés ci-dessus présentent le plus

souvent des variations caractéristiques de chaque section.

Il. DPespece Origanum vulgare :

L’espéce Origanum vulgare L (figure 1), communément appelé « zaater » la plus

répandue et la plus connue de la famille des Lamiacées (Spada et Perrinorr, 1996).

Figure 1: L espéce Origanum vulgare (Origanum vulgare — wild marjoram, s. d.).

1. Position systematique :
La classification taxonomique d’aprés Deysson 1967 (FIGUEREDO, 2007) :

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Gamopétales
Série : Superovariées tétracycliques

Super ordre : Tubiflorales
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Sous-famille : Népétoidées
Genre : Origanum

Espece :_Origanum vulgare
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2. Description et distribution d’Origanum vulgare :

L’origan vulgaire, une herbacée pérenne d’une hauteur de 30 a 60 cm, trés répandue,
dans les régions secs et ensoleillées, largement présent dans les Tles Canaries et des Acores, a
I’Europe du Nord et jusqu'a I’est de 1’ Asie, mais la région méditerranéenne represente son aire
de distribution la plus importante (figure 2) (letswaar, 1980). Se croit depuis le niveau de la
mer jusqu’a 4000 m d’altitude principalement sur les substrats calcaires. C’est un aromate
caracterisé par des fleurs tres odorant, reconnue par son odeur et sa saveur épicée qui sa donne

une place.

/GROE

Y

Figure 2 : Distribution du genre Origanum dans le monde (letswaar, 1980).

Les tiges poilus et parfois ils sont glabres, portent des feuilles généralement ovales a
pointe émousse elles sont poilues ou glabres et portent des glandes sécrétrices sessiles non

apparentes (jusqu'a 800 par cm2), figure 3.

Figure 3: Tige et feuilles de ’espéce O. vulgare (Origanum vulgare — wild marjoram, s. d.).
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Les fleurs (figure 4), sont groupées en inflorescences en épis, légerement
membraneuses glabre ou parfois pubescente de couleur rouge-violacé ou parfois glauque.

Figure 4: Les fleurs d’Orianum vulgare (Origanum vulgare — wild marjoram, s. d.).

3. L’huile essentielle d’Origanum vulgare :

Selon les statistiques de I’OMS, 80% de la population utilisent les huiles essentielles

pour la thérapie traditionnelle.

Depuis I’antiquité ’HE de 1’origan a été utilisé comme : désinfectant ou en traitement
des pathologies infectieuses : infections urinaires et génitales, les diarrhées et les infections

cutanées. Le mode d’utilisation est par voie cutanée (Mahfouf N, et al,. 2018).

Beaucoup d’étude s’intéressent aux activités biologiques 1’huile d’origan : activité
antioxydante, antifongiques, antibactérienne...etc. La composition de I’HE d’origan se differe
d’une région a une autre et donc les niveaux de composés phénoliques composés dans ces

extraits (Béjaoui, A et al,. 2013).
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I. Le stress oxydatif :

L’utilisation du terme en 1970 en chimie, quand les cellules ont soumis a un stress
oxydatif (SO), I’addition de H2O aux cellules érythrocytes. Depuis 1985, le terme désigne les
dommages oxydatifs aux cellules et aux organes. Le concept a été mettre a jour, le SO est défini

comme une perturbation d’équilibre peroxydant-antioxydants (Sies, H, 2017).

II. Les ROS especes réactives de |I'oxygene et leur origine :

ROS les espéces réactifs d’oxygene, plupart de ces substances formées lors de la
phosphorylation oxydative de la chaine respiratoire dans les mitochondries. Cette chaine
métabolique joue un role vital dans les cellules et responsable de transformer I'oxygéne en deux
molécules d'eau et parce que la chaine n'est pas parfaite, environ 0,4% a 4% de I'oxygéne n'est
pas correctement converti en eau, Ce qui génere des radicaux libres ou ROS. Certains des
produits de réduction de l'oxygene sont de nature radicalaire, ayant un électron libre (par
exemple, le radical anion superoxyde et le radical hydroxyle radical). Les radicaux libres sont
des molécules qui ne sont pas complétement oxydées et qui ont qu'un seul électron célibataire,,
alors que le peroxyde d'hydrogene, le produit de reduction a deux électrons, n'est pas un radical
et comme telle est une molécule chimiquement stable, le terme ROS doit étre remplacé par le

nom du produit chimique spécifique (Sies, H, 2017).

Tableau 1: ROS : diversité et nature chimique (Sies, H, 2017).

Radicaux libres Non radicaux

Reactive oxygen species

Superoxide anion radical (O2—+) Hydrogen peroxide (H202)

Hydroxyl radical (OH¢) Organic hydroperoxide (ROOH)

Peroxyl radical (ROO¢) Singlet molecular oxygen (02 A g)

Alkoxyl radical (RO¢) Electronically excited carbonyls (RCO),
Ozone (0s)

Reactive chlorine/bromine species

Atomic chlorine (Cle) Hypochlorite (OCl—)
Atomic bromine (Bre) Chloramines (RNHCI)
Hypobromite (OBr—)

Reactive nitrogen species

Nitric oxide = nitrogen monoxide (NO¢) Nitrite (NO2—)
Nitrogen dioxide (NOz¢) Nitroxyl anion (NO—)
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Reactive sulfur species

Thiyl radical (RSe) Thiol (RSH), thiolate (RS—)
Reactive selenium species Selenite
Selenate

Selenocysteine

Reactive carbonyl species Acetaldehyde
Acrolein
Methylglyoxal

Tous les radicaux oxygénés sont des espéces réactives de l'oxygéne ROS, mais toutes
les espéces réactives de I'oxygene ne sont pas des radicaux oxygénés. En fait, la plupart des

especes reactives de I'oxygéne ne sont pas libres radicaux (Sies, H, 2017).

Les phagocytes : Les macrophages phagocytent les bactéries et les parasites ce qui
permet la production de ROS appelée explosion respiratoire, I’environnement aussi libere des
ROS : fumée de tabac, 1’alcool ou méme certains médicaments (Xénobiotiques) peuvent étre
une source de radicaux libres par oxydations de ces composés au niveau du cytochrome P450
(Favier, 2003).

I11. Les defenses antioxydantes :

1. Superoxyde dismutase SOD :

La 1% ligne qui protége l’organisme contre les ROS, il existe 3 types selon la
localisation : SOD extracellulaire, SOD cytoplasmique et la derniere mitochondriale ;
catalysent la dismutation de I'anion superoxyde en oxygene et en peroxyde d'hydrogéne,

empéchant ainsi la coexistence de ces deux especes radicalaires (Haleng J. et al., 2007).

SOD
3+ 2H'e >0, +H,0,

O

2. Lacatalase :

H20: intracellulaire formé par la réaction du SOD est toxique pour la cellule, il est

donc éliminer par la catalase par la réaction suivante :
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7" H-0- Catalase . .
2 H,0, o . H,O + O,

3. Glutathion peroxydase (GPxs) :

Le stress oxydatif endommage les lipides les acides gras polyinsaturés en peroxydes
lipidiques, ces derniers seront réduites par la GPxs, il existe 5 types : La GPx 1 cytoplasmique
et mitochondriale, La GPx2 gastro-intestinale, La GPx3 et la GPx4 plasmique, et la GPx5

épididymaire (Marhoune. N, et al., 2017).
4. Le systeme thoridoxines :

Dans la cellule le milieu est réducteur, la thiorédoxine réduit les protéines portantes des

groupements thiols libres et des ponts disulfures (Marhoune,N et al, 2017).
5. Glutathion S peroxydase GST :

Présentes chez tous les organismes, la glutathion-S-transférase (GST) est un systéme
tres important dans la protection cellulaire contre les ROS, gréace a sa capacité a lier le glutathion

aux composés électrophiles et la réduction des et des peroxydes (Marhoune,N et al, 2017).

GSH + R-X — GSR + HX
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Chapitre 3 : les composés phénoliques.

I. Les composés phénoliques :

Les polyphénols sont des composés naturels synthétisés exclusivement par les plantes,
avec des caractéristiques chimiques liées aux substances phénoliques et de fortes propriétés
antioxydantes. Ces molécules ou classes de substances sont principalement présentes dans les

fruits, les legumes, le thé vert et les grains entiers.

Les polyphénols sont un groupe bien connu de systemes phénoliques caractérisés par au
moins deux cycles phényle et un ou plusieurs substituants hydroxyle cette description comprend

un grand nombre de composés hétérogenes en référence a leur complexité, voir Tableau 2.

Tableau 2: Les différentes classes de polyphénols (Merghem, 2009).

Nombre de € Classe Exemples/origine
Ce Phénols simples | | Hydroquinine, catechoj
Cs-Cy Acides phénols - Acide salicylique,
acide p (OH) benzoique
Cs-C3 Acide cinnamique | Acide cafféique, férulique
Coumarines (Café, pomme)
Phénylpropénes Esculétine, scopolétine
(Citron)
Eugénol (Giroflier)
(Ce-C3)2 Lignane Pinorésinol (Pin)
(Ce—C3)n Lignines Bois, noyau des fruits.
Cs-C3-C;, Flavonoides Apigénine, lutéaline,
Isoflavonoides quercetine (fruits)
Anthocyanes Génistéine (Soja, pois)
Pélargonidine, cyanidine
et delphinidine (Fleurs,
fruits rouges)
(Cs-C3-Cs)2 biflavonoides Amentoflavone
(Cs-C3-Ce)n Proanthocyanes(ta , Procyanidines,
nnins) Prodelphinidines (Raisin
rouge)

1. Voies de biosynthese des polyphénols :
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Les polyphénols sont des métabolites secondaires formés par les plantes, & base de
noyau aromatique, la biogénése du noyau aromatique ce qui nécessite des acides aminés
aromatique, et se fait par 2 voies : voie de I’acide shikimique et voie de I’acétate malonate, dont

chacune aboutit a la formation des composes différents (Merghem, 2009).

o Voie de ’acide shikimique : formation de I’acide shikimique qui se condense
avec PEP, aprés multiple réactions et molécules intermédiaires ; formation des acides aminés
aromatiques Tyr et Phe par des réactions de transamination et de désamination a partir d’acide
préphénique, et finalement donne le résultat des acides cinnamique et leurs dérivés ; acide

benzoique ou des polyphénols simples (Merghem, 2009).

o Voie de ’acétate malonate : condensation des groupements acétate aboutit
a la fin des poly-acétates, qui vont étre cyclés et donne naissance a de nouveaux COmposés
cycliques. Ces deux voies participent a la diversité d’origine et la complexité des composés
phénoliques, et si les 2 voies se mixent donne naissance a ce qu’on appelle : les flavonoides

(Martin S.,Andrantsitohaina R., 2002).
I11. Les principales classes des polyphénols :

1. Lesacides phénoliques :

Acide phénol revient a tous les composes organiques qui ont une fonction phénolique
liée a une fonction carboxylique, plus spécifiquement ils sont les dérivés de I’acide cinnamiques
et de I’acide benzoique. Ils ont un réle important dans la réparation par lignification de la

plante ; des tissus endommagés par 1’attaque des ravageurs (Manach et al., 2004).

L’acide benzoique et ses dérivés dont la structure de base (C3-C1) issues de la voie de
shikimate, provient de I’acide benzoique (Figure 05), cependant, ces dérivés sont tres rares
dans l'alimentation humaine, acides hydroxycinnamiques tels que les acides p-coumarique,

férulique et sinapique, les structures sont représenter (Macheix J.J. et al., 2006).

11
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COOH COOH cHO d
OH OH
CIH OH OCH3
BEIE pbens rs acode protocatéchique Vanilline
Largement répandu Trés répandu Vanillier
r= cooH
OH CH,OH
OCH Ho ~Glc
J b -
aldéhyde anisique gentisate Salicoside
Anis Gentiane Saule

Figure 5: Quelques exemples d’acides phénols dérivés de ’acide benzoique (C6-C1)
(Merghem, 2009).

Les acides hydroxycinnamiques dont la structure (C6-C3) (Figure 06), dérivées de
I’acide cinnamique, le nombre de fonction hydroxyle est différent d’une molécule a une autre,

avec l'intervention des méthylations sur les fonctions OH, ce qui donne la spécificité et

I’efficacité de réaction (Macheix J.J. et al., 2006).

CH=CH-COOH CH=CH-COOH CH=CH-CcO
l ‘ OH OH
acide cinnamique OH )
: g = Hj
largement répandu aslcle cafiéifie acide coniféruliqu
argement répand|
CH=CH-CH, CH3-CH=CH, CH5-CH=C}
OCH et /O
DCH; OH O—cH
anéthole eugénol safrole .
Anis Giroflier " Safran

Figure 6: La structure des C6-C3 dérivés de I’acide cinnamique (Merghem, 2009).
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2. Les coumarines :

La cyclisation d’hydroxy cinnamique conduit & la formation des coumarines, la 1%¢

coumarine a été découverte dans la féve de tonka (Coumarina adorata) (Merghem, 2009).

R N —H  Ombelliférone

R=|—-0OH Esculétine
HO o,CO

Coumarine — OCH;  Scopolétine

Figure 7: Structure des coumarines (Merghem, 2009).

3. Les lignanes :

Formés par la dimérisation des composes (C6-C3), par une liaison C-C (Merghem,
2009). Elles s’accumulent dans les tissus ligneux, les graines et les racines des végétaux
supérieurs. Ces biomolécules trés bénéfique pour la plante (défense) ou méme pour I’homme ;
des études ont démontrés que quand les lignanes de lin (linum usitatissimum) digérés par la
flore bactérienne de I’intestin, ils offrent une prévention contre certains cancers, notamment les
hormonaux-dépendants (sein et prostate) en raison de leur ressemblance au (Estradiol voir

Figure 8 (Lambli et al, 2008)

HaCO™™

OCH,
OH OH

Figure 8: (A) structure d’une lignane (Merghem, 2009), (B) ressemblance entre la lignine de
lin et I’cestradiol (Lambli et al, 2008).
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4. Les flavonoides :

Le nom flavonoides vient de « flavus » qui signifie jaune en latin (Prochazkova D.et
al., 2011). Albert Szent-Gyorgyiun chercheur qui a recoit le prix recoit le prix Nobel de
physiologie et de médecine, ses recherches sur la combustion biologique, notamment
I’oxydation de la vitamine C et il a découvert une classe de polyphénols qui interviennent dans
ce processus. Il a trouvé ces molécules en grande quantité dans le paprika et il étudié leurs
propriétés biologiques, et il a montré que certains groupes de flavonoides ont des propriétés
rassemblent aux vitamines et ils les appellent « vitamines P » (Rusznyak I.; Szent-Gyorgyi

A., 1936), mais cette nomination a été remplacé car ils ne sont pas des vitamines.

Figure 9: Structure générale d’un flavonoide (Singla, R. et al., 2019).

Les flavonoides ont une structure de base (C6-C3-C6) voir Figure 10 ; on remarque une
diversité de structures qui provient des variations d’oxydation et d’hydroxylation du cycle
pyranne, qui résulte un groupe de composés: flavanols, anthocyanes, anthocyanidines,
isoflavones, flavonols, flavanones et flavanonols, quelques-unes de ces structures sont illustrés

dans la figure 10.
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Flavonols (X = OH) Anthocyanidins

O —sugar

Flavones (X = H)
o
T~
1

Isoflavones Anthocyanins

Figure 10: les differentes classes de flavonoides (Singla, R. et al., 2019).
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Chapitre 4 : Le diabete.

Le diabéte une maladie chronique, qui a connu une évolution en double derniérement dans
les pays en développement, en fait le diabéte type 2 est la 3°™ cause de décés prématuré mondiale.
C’est une pathologic métabolique, due a des phénoménes en abondance a l’intérieure et a

I’extérieur de I’organisme.
I. Définition du diabéte:

Le diabéte est connue depuis I’antiquité une maladie chronique caractérisé par une
hyperglycémie car I’organisme est incapable a synthétiser ou a utiliser 1’insuline, beaucoup
définition ont été proposé mais 1’un des définitions les plus connes est celle de 1’Organisation

Mondiale de la Santé (OMS) :

« Non traite, le diabéte sucré se caractérise par une élévation permanente de la teneur du sang en
glucose (hyperglycémie), parfois accompagnée par des symptomes tels qu’une soif intense, des
mictions fréquentes, une perte de poids et une torpeur qui peut aller jusqu’au coma et a la mort
en [’absence de traitement. Plus souvent, les symptomes révélateurs sont beaucoup moins nets ; il
n’y a pas d’altération de la conscience ; parfois il n’en existe aucun. La teneur élevée du glucose
dans le sang et les autres anomalies biochimiques résultent d’une insuffisance de production ou
d’action de l’insuline, hormone qui controle le métabolisme du glucose, des graisses et des lipides.
Divers processus étiologiques peuvent étre en cause. La gravité des symptomes est surtout
determinée par le degré d’insuffisance ou d’action de l'insuline. De fagon générale, le diabétique
court un risque, a long terme, d’étre atteint de lésions progressives de la rétine, des reins, des
nerfs périphériques, d’une athérosclérose grave du cceur, des membres inférieurs et du cerveau »

(Sahnine, N.et al, 2018).
1. Les différents types de diabéte :

Il existe plusieurs types de diabete classés en fonction des causes qui entraine ce
déséquilibre de la glycémie. La classification proposée par OMS est dans le Tableau 3, tous les
types de diabétes sucrés sont mentionnés, méme les diabetes secondaires liés a certaines autres

affections responsables de la carence en insuline.

Tableau 3: Les types de diabete sucré (Sahnine, N.et al, 2018).
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Diabete sucré

Diabéte insulino-dépendant (DID) type 1

Diabéte non insulino-dépendant (DNID) type 2
1 Sujet non obese
1 Sujet obese

Diabéte sucré lié aux malnutritions

Autre type diabete associés a certaines maladies et syndromes :

1 Affection pancréatique

1 Affection endocrinienne : affection de cause médicamenteuse ou chimique
1 Anomalie de I’insuline ou de ses récepteurs

"1 Certains syndromes génétiques

1 Diverses autres affections

Intolérance au glucose

| Sujet non obése
| Sujet obese, association a certaines maladies et syndromes

Diabete gestationnel

| Groupe a risque statistique
(sujet avec tolérance au glucose normal, mais risque accru de devenir diabétique)

_I Anomalie préalable de la tolérance au glucose
I _IAnomalie potentielle de la tolérance au glucose

Les types les plus fréquents sont diabéte type 1 (DID) diabete insulino-dépendant et le
diabete type 2 non insulino-dépendant (DNID), et s’ajoute un type qui est un facteur de risque du

diabete type 2 : le diabéte gestationnel (Sahnine, N.et al, 2018).
1. Diabeéte type 1 :

Une maladie auto-immune, anciennement appelé diabéte insulino-dépendant, dont il y a
une destruction des cellules béta du pancréas qui produisent I’insuline, ce qui résulte un
déreglement de la concentration du glucose dans le sang. Il touche le plus souvent I’enfant et I’adulte
jeune de moins de 35 ans et aussi touche le sujet le plus agé.
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DNID Comme son nom l'indique, un sujet atteint de ce type devient insulino-dépendant
car l'organisme n'est plus capable de le fabriquer ; il doit s'injecter la dose prescrite par le médecin,
le régime alimentaire est nécessaire aussi mais n’est pas suffisant sans injection d’insuline
(Sahnine, N.et al, 2018).

2. Le diabete de type2 :

Autrefois appelé diabete non insulinodépendant (DNID), avec le style moderne et la
technologie qui favorisent la sédentarité et I’alimentation non équilibré devient le type le plus
fréquent. Dans ce cas, des anomalies dans la sécrétion d’insuline. Il est présent dans les personnes

agées, ou qui ont un mode de vie non équilibré et sédentaire (Grifith, 2012).
3. La différence entre diabete 1 et 2 :

Les différentes caractéristiques qui nous permettent de distinguer le diabete type 1 du type

2 sont résumées dans le Tableau 4 :

Tableau 4: Caracteristiques des diabetes de type 1 et de type 2 (Sahnine, N.et al, 2018).

Tableau 02 : Caractéristiques | D.1.D (Typel) D.N.1.D (Type 2)
des diabetes de type 1 et de

type 2. Type de diabéte

Fréquence 15% 85%

Age de début <20 ans > 35 ans

Facteur héréditaire Faible Fort

Obésité Non Oui

Signes auto-immune Oui Non
Insulino-sécrétion Nulle Carence relative
Insulino-résistance Non Oui
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4. Diabete gestationnel :

Ce type affecte environ 6% des femmes enceintes. L'hyperglycémie survient au cours des
premiers mois de la grossesse en raison de problémes de tolérance au glucose. En général, la
glycémie revient a la normale aprées I'accouchement, mais c'est un facteur de risque de diabéte de
type 2 chez la femme mais pas chez I'enfant (Sahnine, N.et al, 2018).

I11. Les causes de diabéte :

Les facteurs de risque se different, environnementaux, génétique ou due a d’autres

maladies sont résumées dans le Tableau 5

Tableau 5: les différentes causes du diabéte (Sahnine, N.et al, 2018).

DT1 DT2

Les cellules de  l’organisme  sont v" Syndrome métabolique

progressivement détruites par 1’organisme, 2

o v' Résistance a I’insuline
facteurs sont impliqués

o ) v L’obésité
v Facteurs génétiques : I’existance des

facteurs genétiques favorisent I’apparition de v Age plus de 45 ans

ce type, aussi si les parents ont le DT1 ca

augmente la possibilité, v" Antécédents familiaux forts

] v" Le syndrome des ovaires poly kystigue
v Facteurs environnementaux : sont y POTy Kystq

variés, une infection virale ou bactérienne v Des antécédents d’un diabéte

. . . . gestationnel
perturbent le systéme immunitaire destructif,

aussi le stress psychologique, 1’alimentation et v' L’accouchement d’un bébé d’un poids
élevé.
d’autres maladies indirectes peuvent le causer.

v L’usage de certains médicaments.
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IV. Les complications du diabéte :

Quel que soit le type de diabéte tous les organes peuvent étre endommages raison de

I’hyperglycémie qui fragilise les parois des vaisseaux sanguins Figure 11.

Les maladies cardiovasculaires (MCV) I’hyperglycémie cause la coagulation sanguine ; risque

d’infarctus de myocarde ou AVC (accident vasculaire cérébrale).

Artére saine | Artere « malade

Monocytes attirés

par I'endothélium malade
! 3 ) et commencant & adhérer

Cao - N a celui-c

Les ceflules musculaires
migrent vers la couche interne

Amas de graisse

Caillot de sang se formant
au-dessus d'une fissure de
la paroi artérielle

Endothélium - Couche interne
de la paroi du vaisseau EinsamF, Kol ol

Figure 11: Coupe schématique d’une artére saine et d’une artére artérioscléreuse : place de

I’endothélium vasculaire (Guérin-Dubourg, A).

La néphropathie : une détérioration progressive du rein peut s’installer aprés 1’effet des troubles

vasculaires rénaux jusqu’a une insuffisance rénale.
Les troubles oculaires : peut causer détérioration progressive de la vision.

Sensibilité aux infections : les diabétiques ont le risque d’avoir une infection de la peau, des
gencives, des voies respiratoires. Les infections aux pieds sont les plus fréquentes et peut arriver

jusqu’a I’amputation des pieds (gangréne) (Guérin-Dubourg, A).
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V. Les antidiabétiques et leurs effets secondaires :

La thérapie se concentre sur le controle d’hyperglycémie, en ciblent différents organes qui
entrent dans le métabolisme du glucose comme une solution au traitement du diabete. Les
sulfonylureas et meglitinides efficace mais il y a le risque d’hypoglycémie en comparaison a
d’autres traitement, un autre traitement est aussi efficace ; les thiozolidinediones pour augmenter
la sensibilité du gras et du muscle a I’insuline, mais a risque d’insuffisance cardiaque. La
metformine la plus utilisée contre le DT2, fait partie de la classe des bigunides initier une cascade
de réaction qui blogue la libération du glucose par le foie et maintien le taux du glucose sanguin,
les effets secondaires gastro-intestinaux indésirables et aussi ca nécessite 1’insuline (Griffith,
2012).

Une autre méthode a été la solution est de limiter le taux de glucose sanguin par des inhibiteurs
d’enzymes clés du métabolisme des hydrates de carbones : alpha glucosidase et alpha amylases,
deux inhibiteurs ont été testés qui sont : Acarbose et Miglitol (Figure 12) aussi comme les autres
ont des effets gastro-intestinaux, douleurs abdominales. De plus, il a été découvert que les
flavonoides (flavan-3-ols) inhibent spécifiguement de maniere compétitive la digestion des

oligosaccharides duodénaux par l'a-amylase et 'a-glucosidase (Ryu 2010).

Miglitol (Glyset)
2A,3R,4R,55)-1-( 2-hydroxyethyl)-2-[hydroxymethyl)
piperidine-3,4,5-tric!

OH

OH
OH 0

HO |
Acarbose (Precose) OH 6 OH
(2R,3R,4R,55,6R)-5-{[(2R,3R,4R,55 6R)-5- {[(2R,3R.45,55,6R)-3,4- 0]
dihydroxy-6-methyl- 5-{[(15,4R,55,65)-4,5,6-trihydroxy-3- HO
yvlicyciohex n-1-yllamino}tetrahydro-2H-pyran-
: o OH

d-dihydrowy- 6-(hydroxymethyl itetrahydra-2H-pyran-2- H OH
&-(hydroxymethyl jtetrahydro-2H-pyran-2,3,4-trio

Figure 12: Structures des Acarbose et Miglitol (Griffith, 2012).
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Chapitre 5 : Matériel et methodes.

Le présent travail porte sur 1’étude phytochimique des d’Origanum vulgare par 1’étude
qualitative (CCM, spectrophotométrie) et en déterminant le pouvoir antioxydante des

biomolécules.

Cette partie a été faite dans le Laboratoire de valorisation et de développement des
ressources phytogénétiques, équipe phytochimie.

I. Matériel d’étude :
1. Méthodes d’études
& Matériel végetal :

La plante Origanum vulgare ; I’origan qui fait I’objet de notre étude biochimique, a été

acheté fraichement cueillit dans la région de Ferjioua.

Figure 13: Origanum vulgare.

@ Reactifs et appareillage

Les produits chimiques et les appareils utilisés sont reportés en annexes.
Il.  Analyses phytochimiques :
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£ Séchage : apreés laisser la plante sécher, elle a été débarrassé et lavé abondamment avec

de I‘cau de robinet afin d’éliminer toutes les impuretés.

£ Extraction par macération a froid :

L'intérét de cette méthode est de conserver tous les métabolites secondaires surtout les

thérmofragiles, en plus d'étre économique sur le plan énergétique.

e 10g de feuilles d’origan sec ont été broyées finement dans un mortier par le pilon, en ajoutant
500 ml d’une solution alcoolique (Méthanol/ eau ; 70/30) Figure 14.
e Letout est bien agité et laissé a I’air libre, a une température ambiante pendant 24h.

e Apres recueillir et filtrer ’extrait, il est évaporé et concentré dans évaporateur rotatif a 60°C.

Figure 14: L’extrait méthanolique d’origan.

1. Extraction liquide/liquide :

La partition entre solvant est une étape primordiale, pour en éliminer les composés non
phénoliques et séparer les composés phénoliques, selon leur structure et leur polarisation, en allant

du solvant le moins au plus polaire pour ne pas. Pour cela on utilise une ampoule a décanter

(Figure 15).
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£  Affrontement par éther du pétrole :
e 100 ml d’extrait d’origan est versé dans ’ampoule a décanter.

e 100 ml d’éther de pétrole sont ajoutés, et laissés reposés pendant 20 min jusqu’a

obtenir deux phase :

v" Une phase supérieur : la phase organique/ phase d’éther de pétrole qui contient les
lipides, chlorophylle, I’éther de pétrole un solvant apolaire, il est solubilisé dans les

composes lipophiles.
v Une phase intérieure : la phase aqueuse qui contient les polyphénols.
v’ Le processus est répété 3 fois.

e La phase aqueuse est récupérée alors que la phase de pétrole est rejetée.

Figure 15: Affrontement par les solvants dans I’ampoule a décanter.
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#  Affrontement par éther di-éthylique :

Cette étape permet d’isoler les composés phénoliques simples (acides phénoliques) et des
aglycones. La phase aqueuse obtenue lors de I’affrontement par éther de pétrole subit un
affrontement par éther di-éthylique et on obtient :

v Une phase aqueuse et une phase organique en haut qui contient des polyphénols

simples récupérée dans un bécher.
£  Affrontement par acétate d’éthyle :

Le méme protocole précédent est appliqué, dans ce cas ’affrontement est par 1’acétate
d’éthyle sur la phase aqueuse obtenue par acetate de pétrole, la phase organique est récupérée,

contient les mono glycosides et quelque di-glycosides.
&  Affrontement par méthyl-éthyle cétone (MEC) :

En suivant les mémes étapes précédentes et on obtient une phase organique qui contient

les di-glycosides et tri-glycosides, voir le protocole (Figure 16).

Les phases récupérés ont été concentrés dans 1’évaporateur rotatif apres 3 ml de méthanol

ont été ajoutés, sauf la phase d’éther di-éthylique a été séché a I’air libre.
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[ Matriel végétal broyé l

Extraction

Partition entre solvants

v ' Y

Phase Ether Phase Acétate/ Phase Butanol Phase aqueuse
diéthylique Butanone résiduelle

Les phases sont évaporées a sec et repnises dans un faible volume de méthanol pour :

Dosages Spectrophotométrie UV-Visible

Diagnostic  Chromatographie papier ou couches minces

Figure 16: Schéma récapitulatif d’extraction et d’analyse des polyphénols (Merghem, 2009).
2. Diagnostic par CCM analytique :
£  Principe :

La chromatographie une méthode fréequente en biochimie, a fin de séparer les molécules
d’un mélange Le principe de la CCM est simple, elle est basée sur la séparation sélective des
composants entre 2 phases: une phase stationnaire et l’autre mobile, par le phénomeéne

d’adsorption en fonction de :

- de la nature de la phase mobile.
- de la nature de la phase stationnaire.

- des propriétés physico-chimiques des constituants a séparer.

Dans ce travail, le but de la CCM est de séparer et mis en évidence les composés

phénoliques et flavonoides présentent dans I’extrait d’origan.
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€ Mode opératoire :

3. Les principaux éléments du CCM :

e Cuve a chromatographie : Un récipient en verre fermé par un couvercle étanche.
e Phase stationnaire : pour la CCM des flavonoides, on utilise un gel polyamide D6.
e Phase mobile (éluant ou systéme solvant) : Plusieurs systemes solvants ont été essayes, le
systeme solvant choisi est celle qui permet une meilleure séparation.
1. Le dépot :
Le protocole de cette manipulation et le suivant :
o Introduire le systéme solvant choisi dans la cuve a chromatographie

o Fermer la cuve (la cuve doit étre saturée de vapeur de solvant).Le dépdt est fait par une pipette
capillaire & usage unique pour chaque phase, elle doit étre perpendiculaire par rapport a la
plaque.

o Effectuer plusieurs dépdts au méme point pour avoir une quantité suffisante a séparer, en
séchant rapidement apres chaque dépot.

o Placer la plague dans la cuve a chromatographie contenant le systeme solvant.

o Recouvrir la cuve et suivre le développement du chromatogramme.

o Arréter la chromatographie, lorsque le front du solvant se trouve a environ de 1 cm supérieur

de ’extrémité.

o Sécher le chromatogramme a I’air libre.

Dans tous les cas, les positions des taches (spots) colorées doivent étre notées en les

cerclant juste a la fin de la chromatographie car certains produits disparaissent avec le temps.
4. Visualisation des plaques :

o A lclil nu.

o Révélation physique : sous une lampe 365nm, les produits qui absorbent les UV apparaissent
colorés
o Les flavonoides apparaissent sous forme des taches fluorescentes, en fonction de la couleur,

le type est connu :
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Les derivés d’ Apigénine apparaissent par une couleur jaune verdatre sous UV, aprés 24h leur
couleur devient rouge-brun.

Les dérivés de lutéoline présentent une couleur fluorescente jaune sous UV.

Les dérivés de Kaempférol ont une couleur jaune verdatre sous UV, la couleur est plus
intense que celle des dérivés Apigénine.

Les dérivés de quercétol présentent une couleur fluorescente orange intense sous UV.

5. L’identification :

Ils existent plusieurs méthodes pour d’identification des polyphénols et notamment les

flavonoides, parmi ces méthodes :
@ Fluorescence sous lumiére UV :

En effet, il existe une relation étroite entre la fluorescence de la molécule, et sa nature. Le
tableau si dessous résume la relation entre les couleurs des taches des flavonoides et leur structure

et donc leur type.
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Tableau 6: Relation entre la fluorescence du spot et la structure des flavonoides (Lahoual,

2005).
Couleur des spots des  Types de flavonoides
flavonoides
Noir flavonols 5.6.7 tri-OH libres
flavonols 5.7.8 tri-OH libres
Brun noir 3-OH absent ou 3-OH substitué
violet Flavones 5-OH et 4'OH

Bleu clair (fluorescent)

Jaune terne,
jaune orangé
Jaune vert brillant

Jaune fluorescent

Jaune pale

@ Facteur de rétention :

Flavones 3-OR et 5-OH 4'OH

Flavonnes ou flavonols 5-OH avec 4'-OH absent ou substitué en 3
Flavones-6 ou 8-OH

Chalcone, isolflavones, dihydroflavonols, flavonones

Flavones sans 5-OH libres

Flavones sans 5-OH libres avec 3-OH substitué

Flavonols 3-OH libres avec ou sans 5-OH substitué

5-OH libre ou sans 5-OH substitué
Flavonols avec 3-OH libre

Dihydydroflavonols

Enfin calculer le rapport frontal (Rf) pour chaque spot par la relation suivante :

distance parcourue par le composé

distance parcourue par l'éluant
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6. Spectrophotométrie UV-Visible :

La spectrophotométrie UV-Visible est I'une des techniques plus utilisées employée en
analyse biochimie. 11 s'agit de mesurer la quantité de rayonnement ultraviolet ou visible absorbée
par une substance en solution. C’est une technique analytique fondée sur 1’étude du changement
de D’intensité de la lumiére traversant une solution colorée, dans un domaine d’application
comprise entre 200 et 800 nm, en effet pour pouvoir déterminer les concentrations des substances
absorbantes. Elle est utilisée aussi bien pour I’analyse qualitative que quantitative (Bouhelassa.
M, 2018).

® Principe :

Un spectrophotométre est un appareil utilisé pour mesurer I'absorbance d'une solution a
différentes longueurs d'onde. Pour ce faire, il fait passer un rayon de la lumiere de longueurs d'onde
choisies a travers une cuve contenant la solution a étudier, Les molecules de la solution absorbent

plus ou moins la lumiére, on définit alors I'absorbance pour cette longueur d'onde (Figure 17).

Source de lumiére

UV ou visible O ) -)

Fente d’ nt__r__ée'
= ) -
- / _ _..Fente de so.r.ti.e?.ﬂj
—<|.' Référence
e —
¢ B
| . v
Détecteur

Diviseur de Faisceau

Figure 17: Schéma de principe d’un spectrophotométre a double faisceau
(Bouhelassa. M, 2018).
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Les flavonoides peuvent étre considérés comme des pigments qui absorbent fortement le
rayonnement UV. Les flavones et flavonols sont caractérisés en majorité par deux bandes
d’absorption majeures dans la région UV-Visible. Dans le méthanol neutre, les flavonoides
absorbent en 2 régions différentes du spectre UV, entre la Bande | et la Bande 2 (Lahouel M,
2004) :

o LaBande | : Abs max entre 300-385 nm : absorption cinnamoyle.

o LaBande Il : est associée a I’absorption du systéme benzoyle du noyau, et connaitre le

nombre de substituants du noyau abs entre 250 et 280nm.

AR /

Benzoyle Cynamoyle

» b
Absorption donnant A Absorption donnant
la Bande IT la Bande 1

Figure 18: Spectre d’absorption d’un flavonoide (Khelfllah A, 2013).
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Tableau 7: Principales caractéristiques des spectres UV-Visible des flavonoides (Markham,
1982).

Bande 11 Bande | Types de flavonoides
250-280 310-350 Flavones
250-280 330-360 Flavonols substitués en C3
250-280 350-385 Flavonols
Isoflavones
310-330
245-275 (épaulement pic a 320) | Isoflavones (5-desoxy-6,7-
dioxygeénés)
275-295 300-330 Flavanones et
Epaulement dihydroflavonols
270-280 465-560 Anthocyanes

7. Evaluation de I’activité antioxydante par diphényl-picryl-hydrazyl
(DPPH).

® Principe :

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut I’un des premiers radicaux libres
utilisés pour étudier la relation entre la structure et I’activité anti radicalaire des composés
phénoliques. Il posséde un électron célibataire sur un atome du pont d’azote. En présence des
Piégeurs de radicaux libres, le DPPH de couleur violette se réduit en 2,2-Diphényl-1-picryl

hydrazine de couleur jaune.
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Figure 19: Graphique montrant le changement de la couleur du DPPH du violet au
jaune (Benatttia., 2017).

& Mode opératoire :

L’activité¢ anti-radicalaire de I’échantillon de ces extraits étudiés selon le protocole

suivant :
e 3ml de DPPH ont été ajoutés aux 4 tubes de chaque phase donc 12 tubes.

e [’ajout de 2 gouttes, 0.2 et 0.5ml d’extrait de chaque phase dans 12 tubes et en attendant

jusqu’au changement de couleur, en calculant le temps.

e Le dernier tube est un témoin qui contient que du DPPH.

33



Chapitre VI ;
Reésultats et
discussions.



Chapitre 6 : Résultats et discussion.

|. Résultats de ’aspect qualitatif :

1. Diagnostic par chromatographique des composés phénoliques et
flavonoides :

Une chromatographie analytique a été réalisée, en choisissant le systéme solvant
(MEC/MeOH/EOHY/éther de pétrole : 40/30/30/7) pour les phases. Cette technique peut nous

informer sur le contenu en polyphénols et en particulier en Flavonoides des extraits analysés sous
forme des spots flavonoiques.

Aprés séchage la plaque de chromatographie, ils sont examinées a I'ceil nu, sous 'UV a la
longueur d'onde de 354 nm dans une chambre noire, avant et apreés pulvérisation avec le reactif de
Neu, Figure 20.
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éthylique

Sous UV

éthyliqu

A I’ceil nu sans réactif Sous UV apres réactif

Figure 20: CCM analytique des flavonoides d’Origanum vulgare sur la plaque de polyamide
DC6. A : a la lumiere visible, B : au UV 365 nm, C : a la lumiére visible aprés pulvérisation

spécifique des polyphénols, D : au UV 365 nm apres pulvérisation spécifique des polyphénols.

35



Chapitre 6 : Résultats et discussion.

Les extraits sont dans I’ordre suivant de la droite a gauche : phase éther di-éthylique,

phase acétate, phase MEC, phase eau.

D’aprés les résultats du chromatogramme les spots a la lumiére visible sont jaunes
fluorescents, la couleur est intense dans les phases : MEC et eau, mais faible et pas claire dans la
phase acétate, alors qu’elle est trés faible dans 1'éther di-éthylique. D’aprés le tableau de
(Markham ,1982) la couleur jaune fluorescente confirme la présence des flavonoides de types
flavonols. L’étude de (Djemel et al., 2011) a un résultat proche présence de couleur jaune

fluorescente.

La couleur violette dans la phase éther révéle les molécules de types : flavones, flavanones,
di-hydroflavones. Alors que la tache jaune verdatre de la phase eau est due a la présence de

Kaempférol qui est de type flavonols.

Sous UV 650 nm, la couleur commune des taches dans 4 phase est bleue claire fluorescente,
couleur intense dans les 2 phases MEC et eau, faible dans 1’acétate et treés faible dans 1’éther, selon
le tableau ca référe aux flavones sans 5-OH libre et flavones sans 3 et 5 OH libres
(Markham ,1982).

Tableau 8: Mise en évidences des flavonoides présents dans les différentes phases d’extraction.

Extrait Fluorescence UV Rf des spots
Phase éther di éthylique Bleu clair (fluorescent) 0.015
Violet 0.15
Phase acétate Jaune 0.03
Bleu clair (fluorescent) 0.19
Jaune 0.96
Phase MEC Bleu clair (fluorescent) 0.35
Phase eau Jaune verdatre 0.038
Bleu clair 0.23

D’aprés les résultats, Origanum vulgare c’est une espéce riche en flavonoides de type :

flavonols, flavonones, flavanones, di-hydroflavones.
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2. Analyse spectrale des fractions :

L’analyse spectrale de chaque phase est illustrée dans la Figure 21, la spectroscopie UV-

Vis reste le principal outil d'analyse structurale des flavonoides.

Spectrum

nm

Spectrun

TY0E B 507d1%)

BT ey ] W OO @

C: H,0 D : Acétate

Figure 21: Les spectres des différentes phases : Ether, MEC, H2O et Acétate.
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Dans le domaine UV-Vis (230-430 nm), les solutions méthanoliques d’origan de la phase
éther di-éthylique donne un seul pique dans I’intervalle [250-270], ce ne sont pas des flavonoides
mais des acides phénoliques.

2.0+ O
1.8 x\ L OH
10] \ HO
5 \ 27(‘) nm OH
0.5 \ -
N
| \»\
250 - 200 p

300

Wavelength (nm)
Figure 22: spectre d'absorption d'acide galliqgue (Mansuri et al., 2019).

En comparant le spectre d’absorption d’acide gallique Figure 22, avec celle de 1’éther di-

éthylique les 2 ont un seul pic a intervalle [250-270 nm], on remarque une grande similarité, il est

bien apparu que la phase éther riche en acide phénoliques de type acide gallique.

En comparant les résultats obtenues, les 3 phases MEC, H20 et acétate ont 2 intervalle
d’absorbance communs, le 1°" [275-295] qui le domaine d’absorbance de Bande I1 des flavonoides
de types : Flavonones et di-hydroflavonols. Alors que le 2™ intervalle est [310-350] qui est le
domaine d’absorbance de Bande I des types de flavonoides cités. L’extrait d’Origanum vlgare est

riche en flavonoides de types : Flavonones et di-hydroflavonols.

En ce qui concerne pour ’espece Algérienne des travaux réalisés par (Djemel et al., 2011)

dont les résultats de cette étude, qui ont des résultats proches dont les phases MEC et H20 ont le

méme intervalle d’absorption.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux des études précédentes car
’utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité d’une comparaison entre les

¢tudes. Les résultats 1’étude mentionnée est proche car ils ont utilisé le méme protocole et le méme

solvant d’extraction.
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Les résultats de spectrophotométrie correspondre aux resultats obtenues par la CCM, dans
les 2 méthodes, on a démontré la présence de flavonoides dans I’extrait d’origan de types:

flavonones et favonols et flavones.
Il. L’activité anti-radicalaire par DPPH :

Tableau 9: Résultats de DPPH par changement de couleur.

Extrait Ether di- Acétate MEC H:0
éthylique
0.5 ml Aucun changement | Jaune (0.33 min) | Jaune (0.25 min) | Jaune (0.11min)

(30 min) violet

0.2 ml Aucun changement | Jaune (2 min) Jaune (0.43 min) | Jaune (0.33 min)
(30 min) violet

2 gouttes Aucun changement | violet clair (30 Jaune (43 min) Jaune (0.45 min)
(30 min) violet min)

Les résultats de tableau sont représentés dans le graphique suivant qui représente le temps
mesuré de changement de couleur d’extrait du violet au jaune en fonction de la quantité ajoutée de

chaque phase.

L activité antioxydante est inversement proportionnelle aux temps pris lors du changement
de radical de violet au le jaune, par une simple comparaison entre le changement de couleur des 4
phases, on peut remarquer que 1’activité des 4 phases est dont I’ordre suivant : H20, MEC, Acétate

et la plus faible de I’Ether.

La phase H20 a la meilleur activité anti-radicalaire de DPPH, juste en quelques secondes
la couleur change immédiatement du violet au jaune, peu importe la quantité d’extrait : 0.5- 0.20u

2 gouttes, cette phase qui a pris le moindre temps pour changer la couleur.
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Mesure de |'activité antioxydante par DPPH.
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Figure 23: Temps de changement de couleur de DPPH en fonction de la quantité d’extrait.

Les 2 phases qui ont une activité antioxydante supérieurs : H.O et MEC, sont ceux qui ont
une meilleur migration et séparation avec couleur intense dans CCM ; et les méme qui ont un
spectre d’absorption des flavonoides, ce qui démontre que les flavonoides des 2 phases sont
responsable de ce piégeage de ce radicale : flavonoes, flavonones et flavonols. Alors que 1I’extrait
d’éther di-éthylique qui a une couleur faible et un spectre non correspondant aux flavonoides ce
qui correspondre a a une activité anti-radicalaire faible a cause de 1’absence des flavonoides, cette

faible activité est peut étre due a la présence des acides phénols dans cette phase.
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Chapitre 7 : Relation entre les polyphénols et le diabéte.

1. Les polyphénols alimentaires comme un agent antidiabétique :

Depuis 2010, le nombre d’étude sur le sujet « polyphénols et diabete » ont été augmenté
voir Figure 24, les composeés phénoliques ont été largement étudiés comme agents antidiabétiques
dans les cellules animales, humaines ou méme par des essais cliniques pour prouver leurs effets

contre le diabéte sucré type 2 (Sun et al., 2020).
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Figure 24: Augmentation des recherches sur "diabéte et polyphénols™ depuis 2010 (Sun et
al., 2020).

2. Mécanisme des polyphénols alimentaires comme un agent

antidiabétique :

D’apres les études cité dans la revue (Sun et al., 2020), il a été suggéré que les polyphénols
exercent leur fonction anti diabéte par beaucoup d’effets (Figure 25), ces derniers sont classés

dans 2 catégories :
e Par des effets insulinodépendants :
v" Protection des cellules p pancréatique.

v Lancement de la prolifération des cellules p.
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v' Atténuation du stress oxydatif
v' Stimulation de la sécrétion d’insuline.
e Par des effets non insulinodépendants :
v' Inhibition de I’absorption du glucose par les enzymes digestives dans I’intestin
v Régulation de I’équilibre de la flore intestinale
v Modification de la réponse inflammatoire.

Les polyphénols aussi ont un réle important dans la réduction de risque des complications

du diabete comme ; I’insuffisance rénale, néphropathie, rétinopathie...etc, Figure 25.
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Figure 25: les effets antidiabétiques des polyphénols (Sun et al., 2020).
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Figure 26: Effets antidiabétiques des polyphénols alimentai

Une supplémentation quotidienne de 1 500 mg de curcumine peut diminuer la glycémie a
jeun, le poids et soulager les complications du diabéte chez patients diabétiques de type 2 dans un
essai clinique randomisé en double aveugle. Aussi certaines études cliniques ont prouvé de
maniére convaincante l'effet antidiabétique effet du resvératrol, cela pourrait résulter une

amélioration de la glycémie et un contrdle de la résistance a I'insuline par réduction du stress

oxydatif (Sun et al., 2020).

La capsaicine est un polyphénol trouvé dans les piments rouges

utilisations dans des maladies telles que le diabéte, les maladies cardiovasculaires et cancer. Dans
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Chapitre 7 : Relation entre les polyphénols et le diabéte.

un essai clinique, supplémentation de 5 g de Capsicum frutescens chez les patients atteints de DT2
ont entrainé une réduction de la glycémie et de la maintenance des niveaux d'insuline (Sun et al.,
2020).

3. Relation activité antidiabétique et antioxydante des polyphénols :

Le disfonctionnement des cellules p du pancréas dont le stress oxydatif est le facteur
responsable, les antioxydants naturels : les polyphénols quelques soit le type sont connues par leur
activité antioxydante qui prévenir et supprime 1’effet du stress oxydatif at donc indirectement le

diabéte type 2 DT2.

La majorité des polyphénols testés dans étude (Umeno et al., 2016) et I’inhibition de
I’absorption du glucose dans I’intestin et 1’activation des récepteurs activés par les proliférateurs
de peroxysomes PPAR vy qui intervient dans la résistance a ’insuline et DT2, parmi ces composes

phénoliques : isoflavones, les catéchines les acides phénols, hespéridine....voir Figure 27.

La compréhension de I’interaction direct entre I’activité antioxydante et antidiabétiques

reste non claire et doivent étre clarifiés au future.
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Antioxidative effect

Radical scavenging
Nrf2 activation Chlorogenic acid, cocoa polyphenols,

Figure 27: L’effet préventif des polyphénols a chaque niveau du diabéte (Umeno et al.,
2016).
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Conclusion et perspectives :

Le présent travail a pour objectif de réaliser la plante médicinale d’origan : Origanum
vulgare. L’origan posséde un vaste historique dans les traitements traditionnels et représente une
valeur médicinale heuristique. Récemment beaucoup d’étude s’intéressent aux applications
biologiques de cette plante dans des domaines différents : agroalimentaire ; comme un
conservateur dans le pain, domaine de cosmétique comme un antibactérien dans les déodorants ou
plut6t comme un antidiabétique naturel. Le diabéte sucré est une maladie chronique, ¢’est I'un des

problémes majeurs de santé publique et augmente rapidement dans toutes les parties du monde.

Dans cette étude 4 extraits ont été prépares : phase éther di-éthylique, phase acétate, phase
MEC et phase d’eau. Les 4 phases ont été diagnostiquées par deux techniques analytiques : CCM
et spectrophotométrie UV- visible (230-430nm), CCM a donné des taches de couleur bleu

fluorescente revient aux polyphénols flavonoides de types flvonones et flavonols.

L’activité antioxydante a été mesurée par changement de couleur lors du piégeage du
radical DPPH. Les résultats des techniques analytiques et de 1’activité anti-radicalaire des extraits
de 4 phases ont révéles la présence des polyphénols de types flavonoides : flavonones, flavones et

flavonols.

L’activité¢ antidiabétique de l'origan a été étudi€¢ par plusieurs études en mesurant
I’inhibition des 2 enzymes clés alpha amylase et alpha glucosidase, ce qui lui permet de devenir

un alternatif aux antidiabétiques.
+ Perspectives :
e Faire des études in-vivo pour prouver les études in-vitro.

e Proposer des formulations en agro-alimentaires et cosmétique a base d’extrait d’origan.
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Résumé :
La présence étude contribue a la valorisation d’une plante aromatique répandue dans la

région Méditerranéenne : Origanum vulgare par 1’étude analytique d’extrait méthanolique et

étudier leur activités antioxydante.

Le criblage phytochimique par 2 techniques analytiques: CCM et UV-Vis (230-430 nm)
des 4 phases d’extrait d’origan : MEC, Ether di-éthylique, eau et acétate permettent de mettre en
évidence la présence des composés phénoliques de groupe flavonones, flavones et flavonols., La
phase la plus riche en antioxydants notamment en flavonoides c’est la phase d’eau, suivi par la

phase de MEC, les 2 phases restantes.

Les résultats de piégeage de DPPH sont bien accordés avec les techniques analytiques
faites ; la phase d’eau a la plus forte activité antioxydante suivie par ’autre phase de méme ordre.
O. Vulgare une plante riche en polyphénols, flavonoides qui sont responsable de I’activité

antioxydante.

Les mots clés : Origanum vulgare, activité antioxydante, polyphénols, flavonoides.
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Résumé

ABSTRACT:

This study aims to valorize aromatic medicinal plants that grows in the Mediterranean

region: Origanum vulgare, by studying oregano methanolic extracts and their antioxidant capacity.

The phytochemical diagnostic is done by two analytical techniques: TLC and
spectrophotometry UV-Vis (230-430 nm), for the 4 phases: aquatic phase, acetate, di-ethyl ether
and MEC, makes sure the presence of flavonoids types: flavonones, flavones and flavonols. The
aquatic phase shown the richest in flavonoids, followed by MEC, and the rest phases.

The results of DPPH scavenging essay accorded with the two analytical techniques, the
aquatic phase extract shown the strongest antioxidant activity, followed by the other phases in the

same order. Oregano is a plant rich in polyphenols and flavonoids.

Key words: Origanum vulgare, Antioxidant activity, flavonoids and polyphenols.
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