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Résumé

Les Objectifs de notre étude sont détermine la composition chimique et évaluer I’activité
antioxydante, anti-inflammatoire et antibactérienne des huiles essentielles extraites de la partie
aérienne d’Origanum majorana L collecté de la région d’El Oued et d'Origanum vulgare
collecté de Tizi-ouzou . L'extraction des HEs a é&té réalisée par hydrodistilation .Lacomposition
chimique de I'huiles essentielles a été analysée par GC/MS, I'huile d’Origanum majorana est :
Naphthalene ,1 ,1'-(1,10-decanediyl) bis (22,22%), Cyclopentanecarboxylic acid,3-
methylene(10.74%),Silane, allyl(bornyloxy)methylphenyl (10,00%),(-)-Caryophyllene-(11)
(7,27%) , Naphthalene, 1,2,3,4,4a5,6,8a-octahydro (5,34%) ,Naphthalene, 1,1'-(1,10
decanediyl)big[d(3,43%), et Naphthalene, 1,1'-(1,2-ethanediyl)bigde (3,02%) ; I'HE d
Origanum vulgare contient Phénol, 2-méthyl-5-(1-methylethyl)(65.17% ) comme principale

constituant .

L'étude du pouvoir antioxydant des huiles essentielles a été effectuée par la méthode de
DPPH , les résultats des HEs de d’Origanum majorana L et d'Origanum vulgare ont montré

une faible activité antioxydant avec |Cso =6800 pg/ml et 1Cso =1300 pg/ml respectivement .

L'activité anti-inflammatoire in vitro des HE a été réalisée par la méhode de la
stabilisation de la membrane des érythrocytes humaine (HRBC), ala concentration 18 ,47 et
74 mg/ml I'HE d’Origanum majorana ont une activité anti-inflammatoire tres hautement
significatives par rapport au témoin (diclofénac 50 mg/ml ) avec un pourcentage de stabilisation
HRBC 35.60%+21.9 , 39.34%+6.69 et 40.56%=*7.27 respectivement , d'autre part a la
concentration 41 ,55 ,138 mg/ml I'HE d'Origanum wvulgare posséde une activité anti-
inflammatoire significative par rapport au témoin avec un pourcentage de stabilisation HRBC
de 2.63+2.40% , 5.34+1.32% et 6.02+0.52% respectivement .

L'activité antibactérienne des HEs d’Origanum majorana L et d'Origanumvulgare, soit
seule avec des dilution ou en synergie vis-a-vis de six souches bactériennes pathogenes (E. coli
ATCC , Pseudomonas aeruginosa ATCC , Klebsiella pneumonia ATCC , Salmonella enteric
ATCC, Bacilluscereus ATCC et  EnterococusfaecalisATCC) .Cette activité aété réalisée par
la méthode de puits , les résultats obtenus montre que I’ HE de deux plantes du genre Origanum

attribué des activités importantes .

Mots clés : Huiles essentielles .Origanum majorana .Origanum wvulgare . Activité anti-

inflammatoire , Activité antioxydante , Activité antibactérienne .
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BSA : Albumine de sérum bovin

C° : Degreé Celsius

CG/SM : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
R : Rendement

ATCC : American Type Culture Collection
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Cm : Centimetre

CMB : Concentration minimale bactéricide
CMI1 : Concentration minimale inhibitrice.
DPPH : 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl
Fe2+: Fer ferreux

Fe3+: Fer ferrique

FeCl3: Chlorure de fer

g: Gramme

GEN : Gentamicine

Gram+ : gram positive

Gram - : gram négative

MH:Mueller Hinton

GN : Géose nutritive

m : Masse en grammes

tr/min : Tour/minute

AFNOR : Association Francaise de Normalisation
RMN : Résonance magnétique nucléaire
IR : Infrarouge

HE : Huile Essentielle

H2SO04 : Acide sulfurique

HCI : Acide chlorhydrique

I C50 : Concentration inhibitrice de 50 %

| PP : Isopentenyl pyrophosphate

m : Métre

mg/ml : milligramme/millilitre

ml : Millilitre



mm : Millimétre

mn: Minute

mole/l : Mole par litre

N: Normal

NaOH: Hydroxyde de sodium

NH4OH: Ammoniac

T° : Température

Tr : Temps de retention

UFC : Unitéformant colonie

Mg : Microgramme

pl @ Microlitre

OMS: Organisation mondiae de la santé
OM : Origanum majorana

OV : Origanumvulgare

INSERM : Institut national de la santé et de larecherche médicale

HRBC : Méthode de la stabilisation de la membrane des érythrocytes humaine

% : Pourcentage
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Introduction général

Introduction général

Un grand nombre des plantes aromatiques et médicinales possede des propriétés
biologiques trés intéressantes qui trouvent des application dans divers domaines tels que les
industries pharmaceutiques , la médicine .Ces plantes représentent une nouvelle sources de
composés actifs . En effet , les métabolismes secondaires font I'objet de nombreuses
recherches in vivo et in vitro , notamment la recherche de nouveaux constituant naturels tels

gue les composés phénoliques et les huiles essentielles (HAZZIT et al 2015) .

Les huiles essentielles (HES) extraites des plantes aromatiques qui constituent une
source potentielle de molécules naturelles bioactives (OUELHADJ et al 2017) . Elles
possedent des propriétés antimicrobiennes , antioxydantes, anti-inflammatoires
antiprolifératrices et anticancéreuses (BOUYAHYA et a ,2016) .

Au cours de ces dernieres années , nous assistons a un regain d’intérét des
consommateurs pour les produits naturels . C’est pour cela que les industriels développent de
plus en plus de procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine
végétale (BOUHADDOUDA ., 2016).

Aujourd’hui , lamodernité facilite et améliore notre niveau et moyen de vie ; malgré
elle a des aspects négatifs sur notre santé , tel que I’absence d’un environnement sain par la
assiduité des radiation , des rayons ultraviolets , des xénobiotiques , sont les principaux
fournisseurs de radicaux libre ( PELISSIER., 2012) . Peuvent étre absorbés de différentes
facons (voie cutanée , orale , pulmonaire...) et distribués dans différents tissus de maniére
active ou passive . Des différences existent selon la nature de la barriére a franchir (peau ,
poumon , paroi intestinale...) (GRONEMEYER ., 2004)

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et la surexpression de
certains genes , le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies :
cancer , syndrome de détresse respiratoire aigie , cedemes , vieillissement
accéléré ,néanmoins les médicaments et les compliments alimentaires synthétisés ; comme les
antioxydants synthétique largement utilisés, et suspectés along terme a des effets tétragénes ,
mutagenes) (LAIB., BARKAT., 2011) .

L’automédication des antibiotiques qui est présumée responsable de la fréquence
élevée des résistances bactériennes (OMS., 1993). Ce n'est pas la premiere fois que les
antibiotiques , dga responsables de I'apparition de bactéries résistantes , sont suspectés

d'affecter la flore intestinale . L'INSERM avait d§a établi "que des antibiothérapies répétées
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pourraient induire une évolution progressive et définitive du microbiote, potentiellement
délétere BURCELIN et al (2016) et différents effet indésirable ( néphrotoxiques , ototoxiques
peuvent provoquer des allergies cutanées , hépatotoxicité , photosensibilisation , troubles
neurologiques...etc) . Pour échapper ces graves conségquences de lamodernité , on aun grand
trésor , des plantes aromatiques et médicinales possede des propriétés biologiques trés
intéressantes, sans effets indésirable (avec précaution et posologie prescrite) (HAZZIT et al.,
2015)

Les plantes aromatiques constituent une source potentielle de molécules naturelles
bioactives (OUELHADJ et al ., 2017) , tel que le huiles essentielle est utilisée en
aromathérapie par différents voies tel que le voie externe: massage , inhalation , des
préparations galéniques , aupres le voie interne , traitement de nombreuses maladies
infectieuses avec des préparations pharmaceutiques . Les chercheurs sont intéresses au
pouvoir antimicrobienne (CHOUITAH ., 2012) , antifongique , anti-inflammatoire , Le

pouvoir antioxydant , antiprolifératrice et anticancéreuse (BOUYAHYA et al ., 2016) ....etc.

En phytothérapie et en aromathérapie , les huiles essentielles sont utilisées dans le
traitement de nombreuses maladies infectieuses et sont aussi utilisées dans les préparations
pharmaceutiques. L’effet antimicrobienne marqué de certaines essences sur le développement
des micro - organismes a été démontré. les chercheurs se sont intéresses a tester le pouvoir
antimicrobienne des huile essentielles de certaines plantes aromatiques sur les bactéries, les
levures et les moisissures (CHOUITAH ., 2012) .

Les plantes aromatiques sont largement répandues dans la nature , I’Algérie a une
richesse floristique renferme d’ensemble d’espéces importantes et variées. C’est pourquoi,
nous nous somme intéressé a étudier deux especes de genre Origanum :  O.magjorana
cultivées dans larégion d’ EI-Oued et O.vulgare plante spontanée a été récolte alarégion de

Tizi-Ouzou .

Les objectifs de notre étude sont détermination la composition chimigue et évaluation
de I’activité antioxydante , anti-inflammatoire et antibactérienne des huiles essentielles
extrait & la partie aérienne d’Origanum majorana L et d’Origanum vulgare cultivées dans la
région d’El Oued et Tizi-Ouzou respectivement . Est que les principes actifs d’origine

végétale peut étre remplacez les médicaments synthétisés et les complément alimentaire ?

Dans le cadre de cette étude, on a subdivisé notre travail a deux parties. La

premiere partie propose une mise au point bibliographique . Elle est divisée en deux chapitres.
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Le premier chapitre est consacré a I’étude de genre Origanum . Suivi par un deuxiéme
chapitre sur les huiles essentielles . Dans la seconde partie nous avons décrit en détail le
matériel végétal , screening phytochimique , puis I’extraction des huiles essentielles et enfin ,
I'étude de leurs bioactivités . Les résultats obtenus sont ensuite amplement discutés . Le travail

est accompli par une conclusion générale .



Premiere partie

Synthese bibliographique



Chapitrel

Genre Origanum



Chapitre | Genre Origanum

I. Description botanique de la famille lamiacée

L’ordre des Lamiales est un ensemble important comprenant actuellement 17.800
espéces réparties en 21 familles ; I'une des principales est celle des Lamiacées |,
anciennement appelée Labiées (BELMONT., 2013) , est composée de pres de 258 genres et
6970 especes d’herbes , d’arbustes et d’arbres (DJAHRA., 2014) . Elle est contient
énormément importantes plantes aromatiques utilisées en médecine traditionnelle et moderne
et dans les industries alimentaires et pharmaceutiques, le Romarin, le Thym, I'Origan et la

Sauge, ce sont les plantes plus populaires dans les reméedes traditionnels (NIETO., 2017) .

Les feuilles de cette famille sont opposées décussées , simples , parfois composées
(SPICHIGER et al ., 2004) , leur tige est carrée , certaines especes sont dressees , d'autres
couchées portant des feuilles opposées ou verticillées ( LABIOD., 2016) , Les inflorescences
formées par de faux verticilles axillaires ou glomérules proviennent de la réunion de 2
cymes bipares (CAILLAUD. ,2013). les fleurs typiquement zygomorphe a deux lévres , plus
rarement a un levre , parfois a symétrique radiaire (MARTIN ., 2014) , sont mauves
relativement petites , la longueur de 5410 mm (AGYAKWA et al ., 2014) , les fruits sont un
tétrakenes (AYAIDIA., 2011) .

Il. Genre Origanum

D’une point de vue taxonomique , le genre Origanum a été complétement remanié par
J. H. letswaart en 1980 qui divisé en 3 groupes , 10 sections , regroupant au total 38 especes :
avec 6 sous-especes et une autre avec 3 variétés et 17 hybrides naturels (ALLARD., 2015) .
La classification de letswaart basé sur les caractéres morphologie ( longueur de la tige ,
nombre des branches , forme des feuilles) (CAILLAUD ., 2013) .
I1.1. Nomenclature

L’Origanum vient de deux mots grecs , "oros™ qui veut dire montagne et “ganos™ qui
signifie éclat ; ce mot signifierait "ornement des montagnes” (BOUHADDOUDA ., 2016) , le
terme francaise apparait au XIl1I siecle , les «Oregano» européens (Origanum sp) et mexicains
(Lippia sp) , Le nom «Oregano» est communément utilisé a travers le monde pour définir un
aréme et une saveur épicés (SIMONNET et al., 2011) .
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11.2. Position systematique
La classification taxonomique d’aprés Deysson1967( 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

11.3. Présentation botanique et géographique du genre Origanum
11.3. 1. Présentation botanique

L’Origanum est une plante herbacée vivace (AIBOUD., 2012) , leur tiges sont plus
basses , généralement ligneuse , on trouve plusieurs tiges dressées , de section quadrangulaire
ou ramifié , ces tiges peut persister I’hiver a 1’état sec (CAILLAUD ., 2013) .

IIs portent des branches latérales sur le quart ou la moitié supérieure,de longueur trés
variable de 10 a 60 cm , la plupart des tiges portent des poils, au moins a la base dans

toutes les especes , les poils sont simples (PADULOSI., 1997) .

Les Feuilles sont simples , opposées , ovales portent des poils glandulaires ou non
sur leur surface (EL BRAHIMI., 2014) , elles portent des poches sécrétrices sessiles ou
pédonculées , ces glandes secrétrices sont aussi présentes sur tiges , bractées , calices et
corolles (CHICKOUNE., 2007) .

Les inflorescences sont portées par chacune des tiges et chacune des branches ;
I'aspect en panicule sera fonction du nombre de branches , les bractées sont arrondies , ovales
ou lancéolées , les plus petites ressemblent a des feuilles, les plus grandes sont fines et

membraneuses , souvent pourpres ou de couleur jaune-vert( FIGUEREDO ., 2007) .
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11.3.2. Répartition géographique de genre Origanum
11.3.2.1. Dans le monde
Le genre Origanum sont largement répandues dans les régions euro-sibérienne et irano-
sibérienne ( BEKHECHI et al., 2008) . Elles sont principalement distribués sur le pourtour du
bassin méditerranéen, dont pres de 80 % exclusivement présents dans 1I’Est méditerranéen
(SIMONNET ., 2011) . la plupart sont originaires ou limitées a l'est partie de la zone
méditerranéenne , Europe , Asie et Nord Afrique (HUSSAIN et al., 2010). est
principalement répartit en Turquie , en Gréce et au Moyen Orient (EL BRAHIMI., 2014) .
Les espéces appartenant a ce genre font partie des plus importantes nous pouvons citer
O. vulgare (Origan commun, ou Marjolaine sauvage) , O. Compactum (Origan compact) , O.
majorana (marjolaine ou Origan des jardins ) , O. dictamnus, O. onites , O. heracleoticum et
O. syriacum (ALLARD ., 2015) .

Figure 01 : La Distribution du genre Origanum dans le monde (ZENASNI., 2014)

11.3.2.2. Distribution géographique du genre Origanum en I’Algérie

Le genre Origanum est une plante répandue en Algérie (CHIKHOUNE., 2007) , elle est
représentée par trois espéces spontanée phylogénétiqguement proche Origanum majorana et
Origanum vulgare ssp glandulosum Desf endémique algérotunisienne et Origanum
floribundum endémique algérienne ( DAOUDI-MERBAH., 2013) .
11.3.2.2.1.0riganum majorana L (O. majoranoides , Majorana hortensis)

Le nom vernaculaire: Mardkouch , Marjolaine vraie , Marjoram (Majorana hortensis
Moench ) , Marjolaine douce est une plante pousse en Europe du Sud, I'Afrique du Nord et la
Turquie(FATHY et al., 2009) , est une arbuste sensible au froid (DIPALI et al.,2016) , a une
odeur pénétrante et agréable a saveur chaude et aromatique(CHACHA .,MAYOU., 2015) .
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+ Description botanique de I’Origanum majorana L

Selon la Pharmacopée francaise 2016 « Origanum majorana L est une plante vivace ,
ligneuse a la base , pubescente , atteignant environ 30 cm , la tige présente une section
quadrangulaire , dressée , ramifiée , de coloration rougeétre » (CHACHA.,MAYOU., 2015) .

Les fleurs a couleur blanche , des feuilles ovales et duveteuses (AGRIMER .,2012) ,
elles sont simples , opposées , pétiolées , allongées , a bords lisses , mesurant environ 2 cm de
long sur 1 cm de large , inflorescences en épis globuleux, axillaires et terminaux(
PHARMACOPEE FRANCAISE ., 2016) .

Figure 02 : Présentation d'Origanum majorana L (SCHAAL ., 2010)

% Composition chimique d’Origanum majorana L

L 'Origanum majorana contient des coumarines , flavonoides , sucre , tannins ,
stéroides et L'huile essentielle (SANJU et al., 2016) .
% Composition chimique de I’huile essentielle d’Origanum majorana L

Particulierement a des caractéres organoleptique spécifiques : un aspect liquide,
limpide, une couleur jaune pale a foncé (KAHOULLI.., 2010) . Odeur tres aromatique, saveur
chaude , qui renferme des hydrocarbures terpéniques et de la terpinéol (PARI, MOYSE .,
1971) . Principalement ils contient des acides , des hydrocarbones , des phenols glycosides ,
des terpénoides phénoliques des composés actifs sont : Esters terpéniques , monoterpénols(
DIPALI etal., 2016).

Les principaux constituants sont cariophylléne , p-cymeéne , sabinéne , linalol , linalyl
acétate , terpinéne , eucalyptol , menthone , linonene , myrcene et myrtenal (HILAN et al.,
2011) . Les espéces montrent une grande , divers chémotypes de marjolaine , un terpinen-4-ol

/ sabinene riche en hydrates et riche en thymol / carvacrol (FATHY et al., 2009) .
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¢+ Utilisation de I’huile essentielle de I’Origanum majorana

La marjolaine posséde des vertus stomachiques , tonique , calmante , diurétique , et
expectorante , elle a des propriétés stimulantes et antispasmodique sédative et utilisé pour
troubles digestive (GUERRA-BOONE et al ., 2015) , soulage les flatulences et les problémes
respiratoire (PAUL., 2001) . Elle est connue aussi pour ses propriétés anaphrodisiaques ,
antiseptique , antitoxique, (KAHOULI ., 2010) . Elle est utilis¢ comme médicament
antiasthmatique et antiparlytique , il a également été utilisé pour traiter le cancer (CHISHTI .,
2013) . Le rhume et la rhinite ; utilisée contre les crampes , la dépression , maux de téte
(FATHY etal., 2009) , et crampes , vertiges (BRESSAN WALLER et al ., 2016) .
11.3.2.2.2. ’Origanum vulgare

Est une plante aromatique odorante , qui appartient a la famille des Lamiacées , (DE
FALCO., 2013) , elle pousse spontanément dans le nord de 1’Afrique ; elle est endémique en
Algérie et en Tunisie en particulier dans les montagnes , a une altitude de 300 a 1600 m ,
surtout dans les endroits rocheux (BEKHECHI et al., 2008) . Trés commune dans les endroits
secs et ensoleillés tells que le Tell , elle pousse depuis le niveau de la mer jusqu’a 4000 m
d’altitude , principalement sur les substrats calcaires (BOUHADDOUDA., 2016) .
¢+ Description botanique de 1I’Origanum vulgare

C’est une arbuste vivace qui pousse dans les montagnes de la Méditerranée
(COCCIMIGLIO et al., 2016) , a tige dressée rameuse , arrondies , rougeatres , de 20 a 80
cm de haut . Les feuilles sont ovales , entiéres . Les inflorescences terminales comportent des
bractées rouges ou violacées entourant les fleurs pourpres ou blanches (PARI ., MOYSE .,
1971) . La corolle a une levre inférieure qui est bien plus longue que la levre supérieure
(BOUCHIKHLI., 2011) . A un calice tubuleux a 5 dents égales . 1l y a 4 étamines saillantes
dont les anthéres sont pourpres (BEKHECHI., 2008) , le fruit est un tétrakene , lisse , brun ,

Figure 03 : Présentation Origanum vulgare (HALLIL ., 2017)
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% Composition chimique d’ I’Origanum vulgare

L'Origanum vulgare comportent les flavonoides , les terpenes , les tanins catéchiques ,
les anthocyanes et les saponosides (BOUHADDOUDA., 2016) .
% Composition de I’huile essentielle de I’Origanum vulgare

Leur huile essentielle est caractérisée par un pourcentage élevé de composés
monoterpeniques hydrocarbonés et oxygénés (BOUHADDOUDA., 2016) , qui renferme des
acides phénoliques , Thymol , carvacrol , p-cymene et y-terpinene (LAUSEUR ., 2017), la
composition chimique varie largement en fonction du chimiotype ainsi qu’en fonction de la
période de récolte , le plus souvent ; la carvacrol est majoritaire et accompagne de y-terpinene
, p-cymene , myrcene , limonene , ocimene , caryophyllene , s-bisabolene , germacrene , -
pinene , camphene , a-terpinen , a-phellandrene (GOETZ ., 2012) .
++ Utilisation de I’huile essentielle de I’Origanum vulgare

L’Origanum vulgare est considérée essentiellement comme une plante médicinale
pour traiter des maladies séveres (BOUCHIKHI., 2011) , I’huile essentielle de cette plante
posséde une activité antioxydant considérable , due a la présence des composes phénoliques ,
cette plante est connu pour ses qualités médicinales , il est utilisée contre la coqueluche , la
fievre et la bronchite (BEKHECHI., 2008) . anti- rhumatismes , toux , rhume et troubles
digestifs (MECHERGUI et al., 2015) . En effet, est utilisée comme bactéricide , sédatif ,
antispasmodique , antiseptique des voies respiratoires (ALLANE., 2009) , apéritif |
stomachique , expectorant , parasiticide et antalgique , des épices (utilisation alimentaire)
(SAIMI ., 2014) .
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I. Huiles Essentielles
1.1. Définitions

L’huile essentielle est un liquide hydrophobe(AYAIDIA., 2011), un mélanges de
substances aromatiques présentes sous forme de minuscules gouttelette(AISSANI .,2015 ) ,
odorants , volatils et qu’on obtient par extraction mécanique , distillation a la vapeur d'eau ou
distillation a sec de plantes aromatiques (BOUHADDOUDA., 2016) , sont des substances de
consistance huileuse mais sans corps gras , plus ou moins fluides (JOUAULT., 2012) .

Pour la 8™ édition de la pharmacopée francaise (1965) « les huiles essentielles
(essences = huiles volatiles) sont des produits de composition généralement assez complexe ,
renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au
cours de la préparation »(ZENASNI., 2014) .

La norme frangaise AFNOR NF T75-006 définit I’huile essentielle comme: «un produit
obtenu a partir d’une maticre premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus , et qui sont séparés de la phase aqueuse
par procedés physiques »(DAHMANE., 2011) .

Issus de différentes voies de biosynthése au métabolisme secondaires de la plante , un moyen
de défense contre les ravageurs phytophages . Ces extraits contiennent en moyenne 20 a 60
composés qui sont pour la plupart des molécules peu complexes (monoterpénes,
sesquiterpenes,...)( AYAIDIA., 2011) .

1.2. Répartition systématique (les structures sécrétrices)

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs, les genres
capables d’élaborer les constituants qui composent les huiles essentielles(DJAHRA ., 2010) .
il y aurait environ 17 500 especes aromatiques réparties dans une cinquantaine de familles
(HENI ., 2016) . Parmi les familles végétales les plus productrices d'huiles essentielles , on
distingue les Lamiacées (Thym , Menthe , Lavande , Origan) , les Apiacées (Anis , Fenouil ,
Angélique , Cumin , Coriandre) , les Myrtacees (Myrthe , Eucalyptus) et les Lauracees
(Camphrier , Laurier-sauce , Cannelle) (BOUHADDOUDA., 2016) .

1.3. Localisation dans la plante

Les huiles essentielles peuvent exister a la fois dans différents organes a la méme plante
, ou la composition chimique peut varier d’un organe a un autre . Ces huiles essentielles sont
élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes les partie de la plante
aromatique (BOUCHIKHI TANI ., 2011) .
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Tableau 01: Localisation des huiles essentielles dans les organes de la plante

L’organe

Racine

Genre

L’espece

Référence

Vétiver

Vetiveria zizanioides Stapf

Rhizome Gingembre | Zingiber officinalis Roscoe YAGOUBI.,2017
Ecorce Cannelier | Cinnamomum zeylanicum
Blume

Bois

Tige

Feuille

Aiguille

Fleur
Graines
Fruit

Campbhrier

Cinnamomum camphora Sieb

SAMATE .,2002

Romarin

Rosmarinus officinalis L

YAGOUBI.,2017

Menthe

Mentha piperita L

Pin

Pinus sylvestris L

Giroflier

Syzygium aromaticum L

Muscadier

Myristicafragrans Houtt

Bigaradier

Citrus aurantium L.

SAMATE .,2002

|
[ )

Poil sécrétewr

X

Gilandes bicellulaire & essence avec wn poil

Coupe transversale de pétale de rose,

ramifié externes d une fewille de Lavande. cellules épidermiques remplies d’essence

Figure 04 : Les différents structures sécrétrices (HENI ., 2016)
1.4. Composition chimique des huiles essentielles
La composition des huiles essentielles est trés variée. Elles peuvent contenir un nombre
tres élevé de molécules differentes , caractérisées par leurs fonctions chimiques (ALLARD .,
2015) . Qui appartiennent de fagon quasi exclusive , & deux groupe caractérises par des
origines biogénétiques distinctes : les groupe des terpénoides , d’une part et le groupe des

composés aromatiques dérivés du phénylpropane (DJAHRA ., 2010) .

11
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e Les terpénoides
Sont largement rencontrés dans les huiles essentielles , ce sont des hydrocarbones
naturels , de structure soit cyclique soit & chaine ouverte ; formés d'un multiple pair ou impair

d'unités de 2-méthyl buta-1,3-diene (molécule de base) ou appelé encore lisopréne

(ZENASN|., 2014) .
CH
N 2

CHg3

Figure 05 : Structure chimique de 1’isopréene( BOUHADDOUDA., 2016)

On distingue selon le nombre de carbone les constituants des molécules de ces groupe ,
les terpénes simples ou monoterpénes , formes de deux isoprenes CioH1s sont une classe de
terpénes a 10 atomes de carbone , représentent la majorité des constituants des huiles
essentielles . lls peuvent étre acyclique , monocyclique ou bicyclique . A ces terpénes se
rattachent un certain nombre de substances a fonction chimique : Alcools , Aldéhydes,
Cétones , Esters , Peroxydes ( LABIOD., 2016).

e Les monoterpenes acycliques : Le géranyl pyrophosphate (GPP) , est le précurseur de
cette catégorie de monoterpénes (BAYALA.,2014; ZENASNI., 2014).

e Les monoterpenes monocycliques : Ces composés sont formés a partir du géranyl
pyrophosphate (GPP) , on distingue 4 groupes de composés aromatiques dans cette
catégorie (TOUREDAOUDA.,2015) ,les hydrocarbones en CioHis (D-limonéne) , les
hydrocarbones en CigHig (les terpinéols) , Les hydrocarbones en CioH2o: Les
menthanes (hydrocarboné saturés) n'existent pas a I'état naturel , mais on trouve leurs
dérivés alcool et cétone dérivés alcool et Les hydrocarbones en CioH2o contenant un
oxyde (le cinéole) (AYAIDIA., 2011) .

e Les monoterpénes bicycliques : La plupart de ces monoterpenes font partie des
familles pinane , bornane ou thujane( AYAIDIA., 2011 ;ZENASNI., 2014) Les
sesquiterpénes : Formes de trois isoprénes , Ils comportent trois unités d’isoprene ,

leur formule est C1sH24 soit une fois et demi la molécule de monoterpéne , ils peuvent
étre acycliques (farnésol) , monocycliques (humuléne) ou polycycliques (matricine)
(BOUHADDOUDA ., 2016) .
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Les diterpénes : Formés de quatre isoprénes , sont Composés terpéniques a 20
carbones , On retrouve parmi les dérivés de diterpenes le tocophérol (vitamine E) et de
la phylloquinone (vitamine K1) (LOGRADA ., 2010) .

Les triterpenes(six isoprénes) : qui forme par oxydation , conduisent a de nombreuses
résines . Comprennent des substances importants sur le plan biologique tells que stérol
, saponines , hormones stéroides , acides galliques et vitamine D (DJAHRA., 2010) .
Les tétraterpénes (huit isoprénes) : Comportent en particulier les caroténoides dont
un pigment photosynthétiqgue majeur (le beta-caroténe) mais également des pigments
aux propriétés anti-oxydantes comme le lycopene de la tomate (LOGRADA., 2010) .
Les polyterpénes(n isoprénes) : qui comprennent en particulier , le caoutchouc
(BAYALA., 2014) .

1. Terpenes
-Monoterpenes

A~ on L
e SN S lj\ g;r i -

Carbure monocyclic Carbure bicvclic
Cymene (y 7)) or p.cymenc Sabinenc Alpha-pinence Bewapinene

¢ R

>
Alcohol acyclic ¥ _hcnol 2
Curoncliol Geraniol Carvacrol Thymol

-Sesquerpitencs

Carbure .\_Icohol
Famesol Caryophyllene

/I\/\/l‘\:/\,J\/\OH

Figure 06: Les différent classes des constituants des huiles essentielles
(TOURE DAOUDA ., 2015)
Les composes phenoliques

Les composés phénoliques dérivés du phénylpropane (Cs-C3) sont beaucoup moins

fréquents que les terpénes (AYAIDIA., 2011) . Ces composés aromatiques empruntent une

voie biosynthétique differente de celle des terpenes et ils sont généralement responsables des

caractéres organoleptiques des huiles essentielles , cette classe comporte des composés

odorants bien connus comme la vanilline , thymol , I'eugénol , l'anéthole , l'estragole
(ZENASNI., 2014) .
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cugenol thy maol

Figure 07 : Les dérivés phénoliques ( HENI ., 2016)

1. Chémotype

Le chémotype ou (chimiotype) est la dénomination originale destinée a caractériser une
huile essentielle d’un point de vue botanique et biochimique (HILAN.,2011) . La composition
d'une méme huile essentielle peu varier considérablement en fonction de sa provenance
géographique , de la nature des sols , de I'ensoleillement (ALLARD ., 2015) , I’exposition des
végétaux a des facteurs phytosociologiques et la période de récolte (LABIOD ., 2016) . Le
chémotype est I'essence produite par deux plantes de la méme espéce , malgré leur génotype
et leur morphologie tres semblables , pourra présenter de grandes variations de composition
chimique (POIRQOT., 2016) .

I11. Biosynthése des huiles essentielles
I11.1. Biosynthése des terpénes

Tous les composés de ce groupe prennent naissance a partir d’unités isopréne
(RHOURRI-FRIH ., 2009) , les isoprénoides sont des composés issus de la condensation
d’unités de base a 5 carbones de type isoprene . (KANOUN ., 2010) . Elle débute par
I’enchainement de trois chaines acétyle (sous forme d’acétylCoA) dans I’acide B-hydroxy B-
méthyl glutarique (sous forme d’acétylCoA) qui réduction, aboutit a la libération d’acide
mévalonique celui-ci , une fois activé , subit une déshydratations interne et une
décarboxylation pour donner le pyrophosphate d’isopentenyle, qui peut isomeériser en
pyrophosphate de diméthyl (DJAHRA., 2010) , la condensation de ces molécules aboutit a la

formation de prényltransférases pour donner le GPP (géranyl diphosphate) , le FPP (farnésyl
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diphosphate) et le GGPP (géranylgéranyl diphosphate) , précurseurs des monoterpenes |,
sesquiterpénes et diterpénes , respectivement(ZENASNI., 2014) . Deux molécules de
pyrophosphate de farnésyle peuvent se lier pour former un triterpénes , a partir des squaléne
se formeront, d’une part les stéroides, et d’autre part les triterpénes cyclique(DJAHRA .,

2010) .
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!
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Csa Tetraterpenes (Co)
Carowcnoids

Figure 08 : Biosynthése des terpénes a partir d’ IPP(ATTOU., 2011)
111.2. Biosynthese des dérivés du phénylpropane (Les composes aromatique)

Les phénylpropane sont synthétisés a partir du phénylalanine , ils détiennent leur nom
des six carbones aromatique phénol et des 3 carbones propenes produit lors de la premiere
étape de la biosynthese des phenylpropanoides . lls représentent un petit pourcentage au sein
des HEs , ceux qui ont été les plus étudiés sont I’eugénol , iso-eugénol et vanille ( HENI .,

2016) .
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IV. Caractéristiques des huiles essentielles
IV.1. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles
Ils doivent répondre a des critéres physiques imposés par le norme AFNOR :

e La densité est en général inférieure a celle de I’eau (de 0.850 a 0.950) , Cependant , il
existe des exceptions telles que I’huile essentielle de cannelle et de girofle dont la
densité est comprise entre 1.025-1.070 et 1.044-1.057, respectivement .

e Le point d’ébullition varie de 160° a 240° C .

e La Solubilité, sont solubles dans les alcools , dans les huiles fixes et dans la plupart
des solvants organiques .

e L’indice de réfraction est assez élevé , par exemple : coriandre : 1.4620-1.4700
(CHICKOUNE., 2007; SAIDJ., 2007; LABIOD ., 2016) .

IV.2. Propriétés organoleptiques

e D’odeur est un sens chimique trés sensible et des I’habilité des parfumeurs a classer et
caractériser des substances chimiques parvient a dosser les produits naturels.

e Lacouleur La coloration d’une huile dépend des produits qui la constituent.

e I’aspect physique d’une essence végétale change selon les produits qui la constituent,
cette essence peut apparaitre sous forme solide , liquide , ou semi-solide (AHMED
ABD EL MALEK ., YAGOUBI., 2017) .

V. Toxiciteé des huiles essentielles

Les huiles essentielles contiennent des milliers de composants elles sont trés efficaces,
mais aussi trés dangereuses (KESBI ., 2011) . Alors que il est important de souligner que
I’automédication fréquente et abusive surtout en ce qui concerne le dosage et la durée ainsi
que le mode d’application interne ou externe est nocive (OUIS., 2015) . A partir de la peau, la
toxicité touche différentes systeme physiologique du corps varie entre aigué et chronique chez
les animaux .

Les HEs d’usage commun ont une toxicité par voie orale faible ou trés faible avec des
DL50 supérieures a 509/Kg . En ce qui concerne la Sarriette et 1’Origan . La toxicité est un
peu plus élevée autour de 1,4g/Kg (observés chez 1’animal) (HENI., 2016) . Les effets
toxiques sont trés variables d’une huile essentielle a 1’autre et dépendent beaucoup de la

sensibilité des consommateurs (LABIOD ., 2016 ) .
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Les HEs de Thym et de Lavande sont cytotoxiques pour des cellules de hamster chinois , par
ailleurs les HEs d’Origan ont montré une forte cytotoxicité sur des cellules humaine dérivées
de cancer (HENI., 2016) .
V1. Les procédés d'extraction
VI.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systéme d’extraction , le matériel végétal est soumis a 1’action d’un courant de
vapeur sans macération préalable ( CHICKOUNE ., 2007 ). Les vapeurs saturées en
composés volatils sont condensées puis décantées . L’injection de vapeur se fait & la base de
I’alambic (AISSANI ., 2015) .
V1.2. Extraction par enfleurage

Les organes fragiles (fleurs d’orange , pétales de rose) sont mis en contact a la
température ambiante avec un corps gras qui se sature en essence au bout de quelques jours ,
la pommade obtenue est épuisée par 1’alcool absolu , 1’alcool est ensuite évaporé sous vide
(DJAHRA ., 2010) .
V1.3. Extraction par expression a froid

L’expression a froid est une extraction sans chauffage réservée aux agrumes ,le
principe de la méthode est trés simple ; les « zestes » sont dilacérés et le contenu des poches
sécrétrices qui ont été rompues est récupéré par un procede physique (DELERME et al.,
2008) .
V1.4. Extraction par les solvants organique volatils

Les solvants les plus utilisés sont des carbures aliphatiques (pentane, hexane) ou des
carbures aromatiques (benzene) . On opére le plus souvent a la température ordinaire , c’est
méthode en plus utilisée dans I’industrie des parfums (DJAHRA ., 2010) .
V1.5. Extraction par hydro-distillation

C'est la méthode la plus employée pour extraire les huiles essentielles . La plante est
mise en contact avec I'eau dans un ballon , le tout est ensuite porté a I'ébullition . Les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant et les huiles se séparent de I'eau par différence de densité.
(BOUHADDOUDA ., 2016) .
V1.6. Extraction par hydro-diffusion

Le principe de cette méthode réside dans 1’utilisation de la pesanteur pour dégager et
condenser le mélange « Vapeur d’eau + huile essentielle » dispersé dans la matiere végétale .

Comme pour ’entrainement a la vapeur d’eau (AYAIDIA., 2011) .
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VI1.7. Extraction par CO2 super critique

La technique se base sur la solubilité des constituants dans le CO2 et de son état
physique. Grace a cette propriété, il permet I’extraction dans le domaine supercritique et la
séparation dans le domaine gazeux (SUTOUR ., 2010) . Le CO2 est liquéfié par
refroidissement et comprimé a la pression d’extraction choisie, ensuite il est injecté dans
I’extracteur contenant le matériel végétal , apres le liquide se détend pour se convertir a 1’état
gazeux pour étre conduit vers un separateur ou il sera séparé en extrait et en solvant
(AYAIDIA ., 2011) .
VL.8. L’extraction par micro-ondes

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-
ondes, le matériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux micro-ondes de
maniére a ce que seul le végétal soit chauffé (HENI ., 2016) . Les micro-ondes vont chauffer
I’eau présente dans le systéme glandulaire et vasculaire de la plante , libérant ainsi les
produits volatils qui passent dans le solvant . On filtre et on récupére ensuite
I’extraitBOUHADDOUDA ., 2016) .

VIl. Méthodes d’identification des huiles essentielles

Les méthodes d’identification des molécules présentes dans les huiles essentielles sont
précises , rapides et fiables (FIGUEREDO., 2007) , sont normalisées dans la Pharmacopée
européenne V™ édition , ainsi que dans les normes AFNOR NF T 75-400 et 401 , équivalent
ISO 7359 et 7609 (JOUAULT.,2012). Elles concernent I'identification qualitative et
quantitative des différents constituants d'une huile essentielle . On peut utiliser les méthodes
suivantes : CPG,CG/SM, RMN, FT-IR(AYAIDIA., 2011) .
VII.1. La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

Est une méthode de référence a 1’analyse des huiles essentielles ; elle permet 1’analyse
de mélanges, qui peuvent étre tres complexes, de nature volatil tres variees (CHIKHI ., 2014)
. Elle consiste a injecter le mélange complexe diluée dans un solvant (non retenu par la phase
stationnaire) dans une colonne ( HENI ., 2016) . les temps de rétention peuvent donner une
information sur la nature des molécules et les aires des pics fournissent une quantification (
LABIOD ., 2016) .
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VI1.2. Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse/Spectrométrie de Masse
(CPG/SM)

L’¢étude de la composition chimique est généralement effectuée par chromatographie en
phase gazeuse (CPG). C’est la technique la plus utilisée, car elle permet de réaliser une
analyse compléte de plus d’une centaine de molécules chimiques que contient I’huile . Le
spectromeétre de masse (SM) , que ’on associe souvent a la chromatographie (CPG-SM),
permet lui d’obtenir la composition précise de 1’huile essentielle (BOUHADDOUDA ., 2016)
VI1.3. Analyse par RMN du carbone-13

La RMN du carbone-13 est utilisée pour confirmer l'identification , réalisée en général par
CPG-SM des constituants des mélanges complexes ; la plupart des études continuent a utiliser la RMN
comme méthode de confirmation plutét que méthode d’identification (SUTOUR., 2010) est basée sur
I'étude du spectre de RMN du carbone-13 du mélange , sans séparation préalable pour I'identification
et parfois pour la quantification des principaux constituants de mélanges naturels (BEKHECHI .,
2008) .

VII11. Réle des huiles essentielles
VII11.1. Réle physiologique

Les huiles essentielles auraient un role de mobilisateur d’énergie lumineuse et de
régulateur thermique au profit de la plante . elles réguleraient la transpiration diurne en
absorbant les rayons ultraviolets par leurs constituants insaturés (LOGRADA ., 2010) . lls
conservent I’humidité des plantes dans les climats désertiques et pour repousser ou attirer les
insectes (favoriser la pollinisation) ( BOUHADDOUDA., 2016) .

VIIIL.2. En ’industrie

Pour leur saveur et odeur utilis¢é en I’ industrie des produits qui donnent aux
condiments (poivre, .gingembre, ....) et aux aromates (menthe , anis,....) De méme la vanille
sert a aromatiser les biscuits , les chocolats , les glaces (LABIOD., 2016) Par ailleurs , le
pouvoir antioxydant de certaines essences permet la conservation des alimentes en évitant les
moisissures (KEBSI., 2011), ils rentrent dans la fabrication des savons de toilette , des
aérosols , des lotions désodorisantes , les rouges a levres , les shampoings , les dentifrices , se
sont surtout les huiles essentielles de lavande , de citron , de citronnelle(AISSANI ., 2015)
VI11.3. En pharmacie

Les HEs sont anti-catarrhales contre I'inflammation des muqueuses se traduisant par une
hypersécrétion(NOUIOUA., 2012) , ils ont effet irritant et anesthésiant utilisé contre les
douleurs rhumatismales(ATTOU .,2011) . Ont propriétés antiseptiques pour les poumons et
les reins ou comme bain de bouche , dépuratives , cicatrisante et faire action stimulante sur

I’utérus , effet abortif en cas d’intoxication( LABIOD ., 2016) et action sur le systéme
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nerveux central , en exercant des effets sédative ou narcotique , relaxant et
déstressant(ATTOU., 2011) .

IX. Activités biologiques des huiles essentielles
IX.1. Activité antioxydant

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire . Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables
de ce pouvoir (LAIB., 2011) .
IX.2. Activité antibactérienne

L’action des HEs sur la prolifération microbienne se fait a travers I’altération de la
perméabilité membranaires des bactéries en perturbant les systemes de transport ionique ; le
transport des électrons et la production de I’énergie . Le mode d’actions de HE dépend du
type de microorganisme ( SAIMI ., 2014) . En général bactérie GRAM"™ sont plus résistantes
que les GRAM ™ gréce a la structure de leur membrane interne (OUIS ., 2015) .
I1X.3. Activité antifongique

Le pouvoir antifongique des HEs des plantes aromatiques contre les moisissures

allergisantes et contre les champignons pathogénes et opportunistes tel que Candida albicans
(SAIMI ., 2014) .
IX.4. Activité antivirale

Les virus sont généralement fortement sensibles aux molécules aromatiques des HEs tell
que les monoterpénols et les monoterpénals(SAIMI ., 2014) . De nombreuses pathologies
virales séveres traitées avec des HEs (ZENASNI ., 2014) .
IX.5. Activité anti-tumorale

Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales et sont utilisées dans
le traitement préventif de certains types de cancers . L’huile essentielle de Nigella sativa L
démontre une activité cytotoxique contre différents lignées tumorales (TOURE., 2015) . ainsi
que I’huile essentielle de Myrica gale exerce un effet inhibiteur sur la croissance des cellules

cancéreuses des poumons , et du colon. (LEMAOUI., 2011) .
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I. Matériel
1.1. Matériel végétal

Les deux espéces végétales utilisés dans cette pratique appartenant a la famille des Lamiacées
sont Origanum majorana et Origanum vulgare . Les parties aériennes ont été récoltées au mois de

juillet 2017 a région Guemar wilaya d’El-Oued , la wilaya Tizi-Ouzou respectivement . Les plantes

ont ¢té collectées et séchées a température ambiante . L’identification botanique des plantes a été
réalisée par les botanistes de la direction des affaires agricoles EL-Oued (DAA) : AIT-YAHYA Souad
et CHOUIYA Abdel Ouahed .

% Situation géographique
Notre zone d’étude se constitue englobant deux wilayas ; Wilaya d’El Oued est située au
Sud- Est algérien du grand Erg oriental (Fig. 10) avec une superficie de 35706 km?avec une
altitude moyenne de 60 m (BEN DOYEM ., 2015) , la ville de Tizi-Ouzou occupe une surface de
102,36 km? , est situé a environ de 100 km d'Alger (SBARGOUD., 2009) .

ALGERIA ‘ EL OUED

Figure 10 : Localisation des régions des études(RHD-NJM)

‘0

% Climat des zones d’étude

Le climat d'El-Oued est caractérisé par une aridité extréme (climat hyperaride). L’hyper aridité
et la chaleur sont ses caractéres essentiels (BOULIFA., 2012) . la température de Tizi-Ouzou a
augmente d'une fagon significative au mois de Janvier au mois d'Aout les , par la suite il ya
diminution jusqu'au mois de janvier . La région de Tizi-Ouzou présente un régime pluvial de type

HPAE (Hiver, Printemps, Automne et Eté), la saison la plus humide est I'Hiver avec 42,81% des
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précipitations moyennes annuelles soit 321,88 mm, la quantité de pluie recue en Automne et au

printemps (SBARGOUD.,2009) .
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Figure 11 : Situation géographique des zones d’étude « Guemar El Oued » (A) et « Tizi-Ouzou » (B)
(Google Maps) .

I1. Méthodes
11.1. Méthode de préparation de I'extrait aqueux

Dans un ballon monocol , surmonté d’un réfrigérant, 30 g de matériel végétal est mis en présent
de 180 ml d’eau . L’ensemble est porté a reflux pendant une heure. Ensuite, le mélange est filtré et
I’extrait aqueux est soumis aux tests screening chimique (LABIOD., 2016)
11.2. Screening phytochimique

L'extrait aqueux préparés pour faire quelques tests phytochimique a fin de détecter la présence

ou I’absence de certaines familles chimiques. Pour cela nous avons réalise sur nos extraits préparés de
la plante en milieu aqueux par des techniques de caractérisation qualitatives (HADJMOUSSA., 2012)

¢ Les flavonoides
A 5 ml de chaque extrait , on ajoute quelques gouttes d’HCI concentré et quelques milligrammes de
tournures de magnésium . La présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur
rouge ou orange (HADJMOUSSA., 2012) .

% Les tanins
Un volume de 2 ml de chacun des deux extraits , est additionné a 2 a 3 gouttes de la solution de FeCI3
a 1%. Apres quelques minutes d’incubation , le chlorure ferrique développe une coloration verdatre ou

bleu-noiratre qui indique la présence des tanins ( BOUKEZATA., 2014 ) .
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% Les alcaloides
Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante : on ajoute 5 ml d’HCL 1% a 1ml de chaque
extrait , le tout est chauffé au bain marie , puis on divise chaque extrait en deux volumes égaux. Un
volume est traité par le réactif de Mayer , 1’autre par le réactif de Wagner . La formation d’un précipité
blanc ou brun révele la présence des alcaloides (TAHRAOUI ., 2014 ).

< Saponosides
Dans un tube a essai, nous avons introduit 10 ml de I’extraits aqueux .Le tube est agité¢ pendant 15
secondes , puis laissé au repos pendant 15 min . Une hauteur de mousse persistante , supérieure a 1 cm
indique la présence de saponosides (GHARBI ., ZEGHIB ., 2016 ) .

¢ Les quinones libres
Sur un volume de chacun de nos extraits, quelques gouttes de NaOH a 1% sont ajoutées . L’apparition
d’une couleur qui vire au jaune , rouge ou violet indique la présence des quinones libres (TAHRAOUI
., 2014 ).

¢ Les terpénoides
A 5 ml de chaque extrait , on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml de H.SOaconcentrée . la présence des
terpénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur marron en interphase
(BOUKEZATA., 2014 ) .

¢ Les anthraquinones
A 10 ml de chacun de nos extraits , on ajoute 5 ml de NHOH a 10% et on agite . L’apparition de
couleur violette indique un test positif ( BOUKEZATA., 2014 ) .

% Les sucres réducteurs.
On ajoute 1 ml de liqueur de Fehling a 5 ml de chaque extrait . Un test positif est Indiqué par
I’apparition d’un précipité rouge brique (GHARBI ., ZEGHIB ., 2016 ) .
11.3. Extraction des huiles essentielles

Nous avons utilisé la méthode d'hydrodistilation de deux plantes . La distillation a été effectuée

par un appareil de Clevenger dans un ballon 50 g des parties aériennes de la plante sont mises en
contact avec 750 ml d’eau distillée ; L’ensemble est porte a pendant 3h au maximum . L’huile
essentielle est alors entrainée par la vapeur d’eau elle est ensuite condensée en passant par le
condensateur . Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile mince a la surface qui
sera par la suite séparée , conservés au refrigérateur (4°C) dans des flacons bien fermés . Aprés chaque
extraction , nous avons déterminé le rendement des huiles essentielles qui est défini comme étant le
rapport entre la masse d'huile essentielle obtenue et la masse végétale seche a traiter (BEKHECHI.,
2008 ; SAID HASSANE., 2011; LABIOD., 2016) .

23



Chapitre | Matériels et méthodes

Figure 12 : Le procédure d'extraction des huiles essentielles par I'appareil de clevenger
( phto. originale ., 2018)
11.3.1) Caractéristiques des Huiles essentielles
11.3.1.1) Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles
L’analyse sensorielle est une source d’information essentielle qui , refléte les expectatives et les
tendances des consommateurs . L’analyse a été effectuée en observant et en inhalant directement
I’huile essentielle . L’évaluation des propriétés organoleptiques constitue généralement une partie des
études visant a analyser les facteurs qui affectent la qualité de I’huile essentielle . Dans cette étude ,
trois criteres sont considérés pour évaluer la qualité organoleptique : L’odeur , la couleur , I’aspect .
11.3.1.2) Analyse physico-chimiques
11.3.1.2.1) Indices physiques
% Détermination des rendements en huiles essentielles
Le rendement en huile essentielle (R) est le rapport entre le poids de 1’huile extraite (P') et le
poids de la plante traitée (P) ; 1l est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante
(LABIOD., 2016) : R% = (P'/P) x 100
R% : Rendement de 1I’huile en (%)
P':Poids de 1’’huile en (g)
P : Poids de la plante en (g)
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s Mesure de pH
Cette mesure a été effectuée a 1’aide d’un pH-metre .
% Mesure de la densite

La densité d’une huile essentielle est le rapport de la masse d’un certain volume d’huile a la

m2-m0

masse d’un égal volume d’eau distillée, la densité est donnée par la formule suivante: D = —p—

Ou;
mo . La masse de flacon vide.
m1l : la masse de flacon remplie d'eau distillée.
m2 : La masse de flacon remplie dHE (BOUKHATEM ., 2010 ; KHOLKHAL ., 2014 ; OUIS., 2015)
11.3.1.3) Identification des composées par GC/MS
% Principe
Le principe de cette technique de couplage consiste en une séparation des solutés dans le
premier appareil (CPG-Ir) . Ces derniers pénétrent ensuite dans l'ordre de leur élution dans le
spectrometre de masse (SM) ou ils vont subir une ionisation , puis une dissociation en fragments
chargés positivement pour étre analysés qualitativement (BEKHECHI., 2008 ) .
% Mode opératoire
L’appareil Varian CP-3800 GC équipé du CP-8400 l'autosampler et le spectrométre de masse
Saturn 2200 utilisé pour analyser d'huile essentielle d'O.majorana et 'O.vulgare . Les températures de
I'injecteur et du détecteur ont été fixées a 250 et 290 ° C, respectivement. La colonne capillaire VF-
5MS était d'environ 30 m x 0,25 mm ; 0,25 um d'épaisseur de film et la température de la colonne a
été programmeée a partir de 50 24280 ° C a 5 ° C/ min et le débit du le gaz porteur (hélium) était de 1,0
ml / min. Un échantillon de 1,0 uL a été injecté en mode sans division. La spectrométrie de masse était
en mode d'énergie d'ionisation a 70 eV (gamme de balayage 40-450 m / z) . L'identification des

composants a été faite par comparaison des données de bibliothéque .

I11. Activités biologiques
I11.1. L'activité antioxydante
111.1.1. La méthode de DPPH
¢ Principe

Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est un radical libre stable . Le DPPH est
caractérisé par une couleur violette(CHIKHI., 2014) . La stabilité de la molécule est assurée par la
délocalisation des électrons au sein de la molécule . La réduction des radicaux DPPH par un agent
antioxydante entraine une décoloration de la solution . Le changement de couleur peut étre suivie par
spectrophotométrie a 517 nm ( LARABA et al ., 2016) ; L’intensité de la couleur est proportionnelle a
la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (BOUDJOUREF., 2011) .
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Figure 13 : Mécanisme réactionnel du test DPPH entre 1°espéce radicalaire DPPHe et un antioxydante
(RH) (GOUDIIL., 2016) .
% Mode opératoire
La capacité de I'huile essentielle de plante a piéger les radicaux libres 2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyle (DPPH) a été évaluée en utilisant la méthode décrite par (BOUHADDOUDA et al .,
2016) , suivi du calcul de I'ICso . La solution mere de I'huile essentielle de plante a été préparée dans
du méthanol pour atteindre la concentration de 2000 ug / ml . De plus, des dilutions au double ont été
effectuées pour obtenir des concentrations de 1000 ug / ml a 7,81 ug / ml . Des solutions diluées
d'extrait ( 500 ul chacune) ont été mélangées avec 500 ul de solution méthanolique de DPPH (80
ug/ml) . Aprés 30 minutes dans I'obscurité a température ambiante , I'absorbance a été lue dans un
spectrophotomeétre a 517 nm . Les échantillons témoins consistaient en 500ul de méthanol ajoutés a
500ul de solution de DPPH . L'acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif . L'expérience a été
réalisée en trois fois .
L’activité antioxydante est exprimée comme le pourcentage d'inhibition calculé en utilisant I'équation
suivante:
Activité Antioxydant (%) = 100 x [(A contrsle - A echantition) / A contrsle]
:0u:
A controle : Teprésente I’absorbance de 1’échantillon controle
A hantillon : Teprésente 1’absorbance de 1’huile essentielle

La concentration inhibitrice (IC50) est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour
réduire 50% du radical DPPH . Elle est calculée a partir du graphe de I'activité antioxydant (en %) en
fonction de différentes concentrations de 1’huile testée . Une faible valeur d’IC50 indique une forte
capacité de I'extrait a agir comme piégeur du DPPH .
L'indice de I'activité antioxydant (AAI) est calculé selon I'équation suivante (BOUHADDOUDA
.,2016) :AAI = concentration finale de DPPH (pg/ml) / IC50 (pg//ml) .
Les résultats d’AAI sont exprimés comme suit :
AAI<0.5 — faible activité antioxydante , 2> AAI > 1 — forte activité antioxydante

AAI > 0.5 — activité antioxydante modérée , AAI> 2 — trés forte activité antioxydante .
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111.2. Activité Anti-inflammatoire
111.2.1. Préparation de la suspension des globules rouges humains
Le sang a été prélevé chez un donneur humain en bonne santé ne consommant aucun
médicament stéroidien depuis deux semaines . Le sang a été soumis a une centrifugation et la partie
surnageant a été soigneusement pipetée avec des pipettes stériles . Les cellules emballées ont été remis
en suspension avec un volume égal de sérum physiologique normal (pH 7,4) et centrifugés a nouveau .
Le processus a été répété quatre fois jusqu'a ce que les surnageant clairs (GADAMSETTY et al.,2013)
111.2.2. Méthodes de la stabilisation de la membrane des érythrocytes humaines
% Protocole

4,5 mL de mélange réactionnel constitué de 2 mL de solution saline hypotonigue (0,25 % NaCl)
, 1 mL de tampon phosphate de sodium (pH 7,4) et 1 ml d'extrait ont été dissous dans du sérum
physiologique normal . Ensuite , 0.5 ml de HRBC a également été ajouté . Le mélange a été incubé a
56 ° C pendant 30 minutes . Les tubes ont été refroidis sous courant de I'eau pendant 20 minutes et le
mélange a été centrifugé a 3000 tr / min, les surnageant ont été séparés lus a 560 nm
(GADAMSETTY et al., 2013) . Le diclofénac sodigue a été utilisé comme médicament de référence .
Dans la solution de contrble au lieu de hyposaline , 2ml de distillée I'eau a été ajoutée . Le pourcentage
de stabilisation de la membrane (HRBC) a été calculée par la formule suivante (LATHA et al ., 2011):
Pourcentage de stabilisation de la membrane = 100 - (densité optique de I'échantillon traité ou de

standard / densité optique de contrdle )x100 .

1 ml d'HE ou du standard 0.5 ml suspension Il tampon 2 ml solution hypo-
&rythrocytaires phosphate (Ph7.4) saline
Incubation a5%6 “C pendant 320 min

[ Refroidis dans I'eau ]

Burnagsnt
obtenuslire
3 560 nm

Figure 14: Protocole de stabilisation membranaire érythrocytaires humains
(GADAMSETTY et al., 2013) .
111.3. Activité antibactérienne
111.3.1. Les souches bactériennes utilisées
Les souches bactériennes de référence de I’American Type Culture Collection (ATCC), il s’agit
de : Escherichia coli (ATCC 25922) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) et Klebsiella

pneumoniae (ATCC 700603) en plus Bacillus cereus , Enterococcus faecalis , Salmonella enteritidis.
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Tableau 02 : Les souches bactériennes utilisées

souches Gram
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 Négatif

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Bacillus cereus

Salmonella enteritidis

Enterococus faecalis Positif

111.3.2. Antibiotique

L’antibiotique utilisé dans notre étude est la gentamycine (GEN) a une charge de 50 pg/disque .
Notre choix s’est porté sur GEN vu qu’il posséde un large spectre d’action , a la fois actif sur les Gram
positive et sur les Gram négative , permettant ainsi de déterminer la sensibilité de toute la gamme de
bactéries étudiées vis-a-vis de cet antibiotique .

111.3.3. Préparation des milieux de culture
% Préparation de gélose nutritive (GN)

Milieu d’isolement et de conservation non sélectif, préparé comme suit : Dissoudre 7g de la
gélose nutritive dans 250 ml d’eau distillée . Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte ,
puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri .

¢ Préparation de gélose Mueller Hinton (MH)

Milieu pour I’étude de la sensibilité des bactéries , en milieu solide , vis-a-vis de 1’antibiotique,
des huiles essentielles , préparé comme suit : Dissoudre 47 g de la gélose Muller-Hinton dans 1.15I
d’eau distillée . Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15
minutes & 121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri .

111.3.4. Réactivation des souches

La réactivation des souches bactériennes a été faite par ensemencement sur un milieu solide puis
incubation & 37°C pendant 18 & 24h .

111.3.5. Préparation de I’'inoculum

A partir des cultures jeunes sur gélose nutritive , on préléve 3 a 5 colonies bien isolées et
identiques dans 5 ml d’cau physiologique stérile, on agite au vortex pendant quelques
secondes . La standardisation de la suspension a 10° UFC/ml , est réalisée a I’aide d’un
spectrophotometre @ 620 nm . Selon Mac Farland , on admet qu’une densité optique comprise entre
0,08 et 0,1 correspond a une concentration de 10° germes/ml (HADJI., 2013) .

111.3.6. Préparation des dilutions
Les dilutions sont préparées a partir de la solution mére ( huiles essentielles pures des deux

huiles essentielles . et de la synergie entre le deux huiles ) en utilisant tween 80 comme émulsifiant ,
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les dilutions ont été faites de fagon a obtenir des concentrations 1/2 ; 1/4 ; 1/8 pour chacune des deux
solutions méres (AHMED ABDELMALEK .,YAGOUBI ., 2017)
111.3.7. Méthode de diffusion sur gélose (méthode des puits)
% Principe

Elle assure une diffusion radiale de 1’huile essentielle a partir d’un puits en donnant une zone
d’inhibition claire facilement mesurable . La méthode consiste a découper un trou circulaire
dans la gélose et y verser une solution de I’huile essentielle de concentration connue . L’huile
essentielle diffuse radialement en donnant une zone d’inhibition circulaire a la surface de la gélose
préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne (HADJI ., 2013) .

% Mode opératoire

C’est la technique de base utilisée pour étudier la capacité d’une substance a exercer un effet
antibactérienne a été évaluée en utilisant la méthode décrite par (KUETE et al., 2004 ; KHEBICHAT.,
2013 ; TOTY et al ., 2013 ; LAKHDAR ., 2015 ; BOUZAID et al., 2016) . La gélose de Mueller
Hinton (MH) est ensemencée dans les boites de Pétri par écouvillonnage . Puis on laisse sécher
pendant 15 min , des puits de 6mm sont creusés , sont remplies de I'huile pure et leur différent
dilutions & une concentration de 1/2; 1/4 ; 1/8 (environ 40 pl par puits) . La gentamycine en disque
de 50ug est utilisée comme contrble positif est introduit dans le puits central , Tween 80 pure est
utilisé comme contrble négatif . Les boites de pétri sont ensuite incubées a 37°C pendant 24h . La
mesure du diamétre des zones d’inhibitions est transcrite dans différent symboles a ’activité
(Tableau 03) .

Tableau 03 : Transcription des diamétres d’inhibition (GOUDIJIL ., 2016)

Diamétre d'inhibition (mm) Transcrip Sensibilité du germe
-tion

<8 - Non sensible

9-14 + Sensible

15-19 ++ Trés sensible

>20 +++ Extrémement sensible

IV. Analyse statistique des résultats

Les analyses statistiques des résultat ont été réalisées en utilisant les deux logiciel , Excel et
Mintab . Excel aide pour trace les histogrammes et Mintab pour calcule les moyenne + écart-type et
les valeur P, si p > 0,05 la différence entre les valeurs n'est pas significative , et si p<0,05 la différence
entre les valeurs est considérée significative, si p<0,01 cette différence est considérée comme
hautement significative , et si p<0,001 cette différence est considérée comme variation tres hautement

significative .
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Résultats et discussion
I.1. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits préparés a partir de la partie
aérienne d’Origanum majorana et Origanum vulgare permis de mettre en évidence la
présence de certains groupes et I’absence d’autres de métabolites secondaires au niveau des
tissus végétaux de notre plantes . La déetection de ces composés chimiques est basée sur des
essais des réactions de précipitation et de turbidité , un changement de couleur spécifique . Les
résultats sont récapitulés dans le tableau 04 .

Tableau 04 : Criblage phytochimique d’O. majorana et O. vulgare

Groupes chimiques O. majorana O. vulgare
Flavonoide + +
Tanin + +
Saponosides + +

Quinone libre - -

Anthraquinone - -

Terpénoides + +

Alcaloide | Wagner - -

Mayer - -

Sucre réducteur + +

Les résultats expérimentaux des tests phytochimique (tableau 04 )montrent la présence
des flavonoides , des tanins , des terpénoides , des saponosides et des sucres réducteur a la
partie aérienne de deux plantes testé . Ainsi que la absence des quinone libre, anthraquinones
et alcaloides .

1.2) Extraction des huiles essentielles
1.2.1. Caractéristiques des huiles essentielles
1.2.1.1.Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles
Tableau 05 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles

Caractéristiques O .majorana 0. vulgare

organoleptiques

Aspect liquide mobile liquide mobile
Couleur Blanchétre Jaunatre
Odeur Caractéristique Herbacée
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Les résultats de ( tableau 05 ) montre que les huiles essentielles d’O .majorana et O.
vulgare ont un aspect liquide mobile , et de couleur Blanchétre et Jaunéatre respectivement , et
d’un odeur caractéristique pour I’0O .majorana et herbacée pour I’ O. vulgare .
1.2.1.2. Analyses physico-chimiques
1.2.1.2.1) Indices physiques

% Rendement des huiles essentielles

3,00%
Ll
T 2,00%
o
o]
S 100%
g —
T 0,00%
c
Q
-4

O . vulaare N mainrana

Figure 15: Histogramme du rendement des huiles essentielles d’O. majorana et O . vulgare

Selon les résultats obtenus (figure 15) les rendements moyens en huiles essentielles ont
été calculés en fonction de la matiere végétale séche de la partie aérienne de la plante . Les
échantillons de O. majorana ont fourni un taux d’environ 2.36 + 0.46% plus élevé que celui

obtenu a partir d'O.vulgare qui est 1.85 +0.16% .

% Densité et le PH
Tableau 06 : Les caractéristiques physiques des huiles essentielles d’Origanum vulgare et

de I’ Origanum majorana

Huiles essentielles Densité PH
Origanum majorana 0.95+0.107 5.75
Origanum vulgare 0.97+0.145 5.10

Les résultats du (tableau 06 ) montrent la densité des HEs d’Origanum vulgare
extraite par hydrodistilation est 0.97 , elle est supérieure a celle obtenue a I' Origanum
majorana (0.95). Mais PH d’Origanum vulgare est inférieure a celle obtenue a I' Origanum

majorana , et on remarque que PH des HEs de deux plantes étudiée a I’intervalle des acides .
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1.3. Identification des composées par GC/MS
1.3.1. Identification des composées majeurs des huiles d’Origanum majorana

L’analyse du spectre par (GC/SM) de I’huile essenticlle d’Origanum majorana nous a
permis d’identifier 69 composés représentant 99.56% de la composition globale de I’huile
étudiée . Le chromatogramme de cette analyse est présenté dans la figure 20 L’ensemble des
produits identifiés , temps de rétention , pourcentage de chaque composes , sont composes

listées par ordre d'élusion tableau 01 (annexes) .
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Figure 16 : Chromatogramme de I’huile essentielle d’Origanum majorana

Les principaux composants des huiles essentielles d'O. majorana sont : Naphthalene,
1,1'-(1,10-decanediyl)bis (22,22%) , Cyclopentanecarboxylic acid , 3-methylene (10.74%),
Silane,allyl(bornyloxy)methylphenyl(10,00%),(-)-Caryophyllene-(11)(7,27%) ,
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Naphthalene,1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro(5,34%) ,Naphthalene,1,1'-(1,10
decanediyl)bis[d(3,43%) , et Naphthalene, 1,1'-(1,2-ethanediyl)bis[de (3,02%) . L'analyse GC
a également révélé que certains composés sont présentés dans I'huile essentielle avec des
quantités appréciables telles que alpha.-phellandrene (1.80%) , 2,6,10,15-tetramethyl-17-
(1,4,4-trimethy (1.57%) ,naphthalene , 1,1'-(1,10-decanediyl)bis(1,42%), et le plus
constituants abondants (<1%) comme gamma.-elemene (0,88%) , bornyl acetate (0,8%) et
1H-cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1(0,63%) .
1.3.2. Identification des composées majeurs des huiles essentielles d’Origanum vulgare

La GC/SM a permis de recenser 41 composés a partir de 1’huile essentielle de

Origanum vulgare représentant 99.78% de la composition de I’huile tableau 02 (annexes) .
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Figure 17 : Chromatogramme de I’huile essentielle d’ O .vulgare
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L’analyse quantitative et qualitative de I’'HE d’ O. vulgare nous a permis de déterminé
les teneurs des composants chimiques et leur identité . Notre huile est trés riche de Phenol, 2-
methyl-5-(1-methylethyl)-(65.17%) Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)(21,71%) ce qui
signifie qu’il s’agit du composé majoritaire . L'analyse GC a également révélé que certains
composés sont présentés dans I'huile essentielle avec des quantités appréciables telles que 3-
Methyl-4-isopropylphenol(1.04%), Cyclohexanone, 2,3-dimethyl-2-(3-oxobuty(1.03%)
D'autres constituants étaient moins moins de 1% comme Thymol(0.95%) , Linoleic acid ethyl
ester (0.85%),Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl(0.66%) .
I11. Bioactivités de genre Origanum
I11.1. Activité antioxydante des huiles essentielles

Les résultats de mesure des pourcentages d’inhibition (ICso) des huiles essentielles
d’Origanum majorana , Origanum vulgare et I’acide ascorbique sont illustrés dans le tableau
07 et figure (2, 3, 4) (annexes) .
Tableau 07 : Activité antioxydant des huiles essentielles d Origanum majorana et Origanum

vulgare
Les échantillons 1Cso(ug/ml) AAl
Origanum majorana 6800 0.005
Origanum vulgare 1300 0.3
Acide ascorbique 30 2.66

Selon les résultats obtenus au (tableau 07) 1’huile essentielle d’Origanum majorana et
Origanum vulgare exercent une activité antioxydante faible avec ICso = 6800 pg/ml et un
AAI de 0.005 et pour HEs Origanum vulgare 1Cs0=1300 pg/ml et un AAI de 0.03 . Cependant
, la capacité antioxydant de I'huiles essentielles des deux plantes restent moindre par rapport a

I’antioxydant synthétique de référence, la vitamine C (ICso =30 pg/ml ).

111.2. Effet des huiles essentielles d'Origanum majorana et d'O.vulgare sur la stabilisation

de la membrane des érythrocytes

L’activité anti-hémolytique des huile essentielle d'Origanum majorana et d'Origanum
vulgare est évaluée en provoquant I’hémolyse par une solution hyposaline qui induit la
désorganisation de la membrane et la libération de ’hémoglobine donnant au surnageant une
légere coloration rouge en fonction de la proportion d’hémolyse .Les résultats sont représentés

dans les figure (18, 19) et le tableau (08) .
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Tableau 08 : L’Effet des HEs O.majorana sur la stabilisation des globules rouges induit par

solution hypotonique et chaleur

Huiles essentielles Concentration (mg/ml) Pourcentage de protection
(%)
O.majorana 18 35.60+£21.9%""
47 39.34+6.69% "
74 40.56+7.27 %
O.vulgare 41 2.63+2.40%"
55 5.34+1.32%"
138 6.02+0.52%"
Diclofénac 50 33.8+0.01%

Comparaison avec le témoin : "“p<0.001, *p<0.05

Les résultats de la (figure 18, 19 ) révelent que I'huile teste posséde une activité anti-
inflammatoire trés hautement significative (p<0.001) par rapport l'activité anti-inflammatoire
de témoin ( tous les concentration des HEs ont été comparés a 50 mg/ml de diclofénac ), a la
concentration 18 ,47 et 74 mg/ml des HEs ont montré les pourcentages de stabilisation de la
membrane des globules rouges sont 35.60%+21.9 , 39.34%z6.69 et 40.56%=%7.27
respectivement . Cette stabilité ont été augmentés avec les concentrations croissantes et de

maniere dépendante de celles-ci .

Nos résultats montre que I'huiles essentielles d'Origanum vulgare possede une activité
anti-inflammatoire par apport l'activité de témoin (33.8+£0.01%) , dans concentration 41 ,55
,138 mg/ml avec pourcentages de stabilisation HRBC sont 2.63+2.40% , 5.34%+1.32% et

6.02+0.52% respectivement .
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Figure 18 : Histogramme de I' Effet des HE O.majorana sur la stabilisation des globules

rouges induit par solution hypotonique et chaleur (n=3; p<0.001).
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Figure 19 : Histogramme de I'effet HE O.vulgare sur la stabilisation des globules rouges

induit par solution hypotonique et chaleur (n=2; p<0.05) .
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111.3. Activité antibactérienne

Les résultats de l'activité antibactériens a été insérées dans les tableau ( 9,10,11) et les
figure (21, 22, 23).

111.3.1. L'effets antibactériens des huiles essentielles d'O.majorana

Tableau 9 : Effets antibactériens des HE d'O.majorana vis-a-vis les souches bacteriennes

HE pure HEY, HEY4 He 1/8 Tween80 | Gentamicine
E. coli ATCC | 13.66+1.525 | 6.66+ 1.15 | 4.33+0.577 | 0.66£0.57 | 00£00 8.33+£0.57
25922 (+) @) @) @) (+)
Pse.aeugi 15+4.36 7.66+1.15 3+ 1.73 1.66+1.15 | 00+00 15.33£0.57
ATCC 27853 (++) (-) (-) (-) (++)
K.pneumona 10+1 7.33+4.04 | 2.33%1.15 00+00 00+00 8.33+0.57
700603ATCC (+) () (-) (-) (+)
Enterococus 15+5.57 71 4.33+£1.15 05+01 00+00 | 15.33+1.52
faecalis (+1) () () @) (+1)
Salmonella | 11.67+4.73 | 11.33x1.15 06101 03+1.73 00£00 5,66+0,57
enteric (+) () () () ()

(-) non sensible , (+) sensible , (++) trés sensible , (+++) Extrémement sensible
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Figure 20 : Histogramme des I'effets antibactériens des HE d'O.majorana vis-a-vis les

souches bactériennes pathogeénes .

Selon nos résultats (figure 20 ) on note que , les souches bactériennes testes sont tres
sensibles aux HE pure de O.majorana , notamment vis-a-vis de pseudomonas aeuginosa
ATCC 27853 et Enterococus faecalis , les diametres des zones d'inhibition sont presque
semblables a ceux du gentamycine 15 mm pour chacune . Les germes E. coli et salmonella
enteritidis sont sensible aux HE pure avec une zone d'inhibition 13mm , 11 mm

respectivement et E.coli
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sensible au gentamycine ; tandis que Salmonella enteritidis non sensible a

contre les souches

I'ATB . Par

Klebcilla pneumonia 700603ATCC sont sensible aux HEs pure et

gentamicine avec diameétre d'inhibition 10 mm et 8 mm respectivement , mais ces souche sont

non sensible aux dilution ( 1/, 1/, , 1/g).

111.3.2. Effets antibactériens des huiles essentielles O.vulgare

Tableau 10 : Effets antibactériens des HE d'O.vulgare vis-a-vis les souches bactériennes

HE pure HEY, HE"4 He 1/8 Tween80 | Gentamicine
E. coli ATCC | 13.33+2.31 | 5.33+0.57 | 3.66+0.57 31 0000 7.66+0.57
25922 (+) () () ()
Pse.aeugi | 11.33+4.04 | 2.66+£0.57 | 2.33% 3.33+1.15 | 00+00 | 12.66%0.57
ATCC 27853 (+) ) 0.57 (-) (+)
K.pneumonia | 9.33+4.73 | 2.33+0.57 | 3.33+0.57 3+01 00+00 | 12.66+0.57
700603ATCC (+) (-) (-) (+)
Enterococus | 24.33+£7.37 | 5.66+£0.57 | 3.33£0.57 | 1.33+0.57 | 0000 12 +0.57
faecalis (+++4) (-) () (+)
Salmonella 12+4.36 | 4.33+1.52 | 3.33+0.57 | 4.33£0.57 | 00+00 5.33+0,57
enteric (+) () () ()
Bacillus 8.66+0.57 | 5.33+1.52 | 4.66+1.15 | 4.33£0.57 | 0000 | 11.33+4.04
cereus (+) () () () (+)

Non sensible , (+) sensible , (++) trés sensible , (+++) Extrémement sensible
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Figure 21: Histogramme de I'effets antibactériens des HE de Origanum vulgare vis-a-vis les

souches bactériennes pathogenes .
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Les résultats des tests antibactériennes (figure 21) révelent que les cing souches E. coli,

Pseudomonas aeruginasa , Klebcilla pneumonia , Salmonella enteritidis et Bacillus cereus

sont sensible a HE pure de O.vulgare avec zones des inhibition ( 13, 11,9, 12 , 8 mm)

respectivement et non sensible aux dilutions ( 1/2 : 1/4 : 1/8 ) , ces souches bactériennes

sont sensible aux gentamicines sauf Salmonella enteritidis sont non sensible aux gentamycine

. Par contre pour Enterococus faecalis sont la seul souche bactérienne extrémement sensible

au HE pure de cette plante aromatique avec zones des inhibition remarquable 24 mm , ces

germes sont sensible au gentamicine et non sensible aux autre dilutions .

111.3.3. Effets antibactériens de synergie entre HEs d'O.majorana et O.vulgare

Tableau 11 : Effets de synergique entre HEs d'O.majorana et O.vulgare

HE pure HEY> HEY, He 1/8 | Tween80 | Gentamicine
E. coli ATCC | 14.33+2.89 | 7+1.73 | 4.66+0.57 | 2.33+0.57 | 00£00 9.66+0.57
25922 (+) Q) Q) Q) +)
Pse.aeugi 6.33+0.57 4+0.57 2+ 0.57 |1.33£0.57 | 00+00 | 11.66%0.57
ATCC 27853 ) (-) (-) ) (+)
K.pneumonia | 7.33+0.57 6+0.57 | 3.66+0.57 | 1.33+0.57 | 00+00 5.33+0.57
700603ATCC (-) (-) (-) () (-)
Enterococus | 14.33+5.13 | 5.33+0.57 | 4.33+0.57 | 2.33+0.57 | 00+00 13+0.57
faecalis (+) Q) Q) ) (+)
Salmonella | 9.67+£1.58 06+01 | 4.33+0.57 | 1.33+0.57 | 00+00 6.33+1.52
enteric (+) () () () ()
Bacillus 9.67+1.58 | 10.33+£3.06 | 09+02 |4.67+2.89 | 00+00 | 12.33+0.57
cereus (+) (+) (+) () ()
Non sensible , (+) sensible , (++) tres sensible , (+++) Extrémement sensible
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Figure 22 : Histogramme de I'effets antibactériennes de synergie entre les deux espéces du

genre Origanum vis-a-vis les souches bactériennes pathogenes .
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Dans notre étude a évalué les effets antibactériens du combinaison entre HE d'
O.majorana et HE d'O.vulgare . D'aprés les résultats obtenus , E. coli ATCC 25922 ,
Enterococus faecalis et B.cereus sont trés sensible aux combinaison des HES pure avec
diamétres des inhibition entre 14-15 mm , ces trois souches sont sensible aux gentamicine .
En revanche , P. aeruginasa ATCC27853 et K.pneumonia ATCC 700603 sont les seuls
souches non sensible aux combinaison des HES pure avec zones des inhibition inférieur 8 mm
, P. aeruginasa ATCC27853 est sensible a lI'antibiotique , mais K.pneumonia ATCC 700603
non sensible a ce ATB . Par ailleurs , S. enteritidis sont sensible aux combinaison des HEs

pure . Permis toutes les dilution , les zones des inhibition sont inférieur 8mm sauf que B.cereus

sont sensible aux dilution (1/5, 1/, ).

Discussion

Les tests phytochimiques d’O. vulgare montrent qu’il n’y a pas de différences dans les
groupes chimiques existants dans la plante traitée par comparaison avec I’étude réalisée par
BENDIFALLAH et al (2015) . De méme , les tests phytochimiques réalisés par VASUDEVA
(2015) sur d’O. majorana sont en accord avec nos résultats sauf en ce qui concerne des sucres
réducteurs qui sont révélées dans nos extraits . La présence de ces métabolites secondaires au
niveau des deux plantes étudiées explique leur fort pouvoir thérapeutique . Par conséquent, ces
résultats justifient la large utilisation de ces deux plantes dans la médecine traditionnelle par la
population locale . Effectivement , les tanins , les flavonoides , les saponosides et les terpénes
possedent plusieurs propriétés bénéfiques notamment antimicrobiennes , antioxydante , anti-
inflammatoires , vasculo-protectrices , antiulcéreuses et bien d’autres (BOUHADDOUDA .,
2016 ; LABIOD., 2016) .

Les huiles essentielles d’O.majorana et O. vulgare ont un aspect liquide mobile, et de
couleur blanchatre et jaunatre respectivement , et d’une odeur caractéristique pour 1’O.

majorana et herbacée pour 1’ O. vulgare .

Notre résultat comparés avec autre travaux précédents , LAKHRISSI et al (2016) a
rapporté que 1’huile essentielle d'O.majorana a un aspect liquide mobile et de couleur jaune
pale a foncée et d’odeur douce , tandis que I'étude de AIBOUD (2012) a été réalisé sur I’huile
essentielle d’O. vulgare montrent un aspect liquide mobile limpide et de couleur Jaunatre a

brun foncé et d’odeur herbacée , cela confirme notre résultats .
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Le rendement d’extraction de I’huile essentielle d’O.majorana est estimé a 2.36% , ce
résultat est nettement supérieur a celui reporté par KAHOULI (2010) . LAKHRISSI et al
(2016) révelent que le rendement (2.5%) des HEs , cette huile possede un rendement
supérieur a ce qu’on a obtenu a nos résultats . Cependant 1’étude de DIPALI et al. (2016)
présenté des rendements allant de 0.7% a 3.5% , SOLIMAN et al (2009) ont déterminé les
rendement de cette espéce , collectés aux quatre saisons (hiver , printemps , été et automne) a
donné 2.8% , 3%, 2.5% , 2.5% respectivement .

L’extraction de 1’huile essentielle de O. vulgare a donné un rendement de 1.853%. Ce
résultat est nettement supérieur a celui reporté par GONG et al (2014 ) et BEJAOUI et al
(2013) ,I’étude de SILVA et al (2012) . Cependant quelques études montre un rendement plus
important que notre résultats LAKHRISSI et al (2016) ont déterminé un rendement de
2.34% et pour MECHERGUI et al (2015) ont determine les rendements en huile essentielle de

la O. vulgare glandulosum entre 2.5% et 4.6% .

Ces variations des teneurs des huiles essentielles d’Origanum vulgare et de 1’Origanum
majorana peuvent étre attribuées a différents facteurs environnementaux prenant en compte
que I’huile essentielle et sa composition quantitative et qualitative peut étre influencée par les
conditions climatiques (notamment le type de climat , I’altitude , le taux d’exposition au soleil)
le type de sol , le stade de croissance de la plante en question , le moment de la récolte et la
méthode d’extraction (BOUHADDOUDA ., 2016 ; HENI., 2016) .

La densité de I’huile essentielle d’Origanum vulgare est 0.97 elle est supérieure a celle
obtenue pour Origanum majorana 0.95 . En comparé notre résultat avec LANSEUR (2017)
qui révélé que la densité d’Origanum glandulosum est 0.9 . Ce résultat pourrait étre expliqué

par la variabilité des composants chimiques des deux espéeces .

L’Origanum majorana a fait 1’objet de quelques ¢études scientifiques portant
principalement sur la détermination de composes chimique des huiles essentielles dans
différentes régions . Au Brésil , DANTA et al (2016) montré que p -terpinene (25.73%)-a-
terpinene (17.35%) , terpinen-4-ol ,(17.24%) , et sabinéne (w10.8%) sont les principaux
composants de 1’ huile essentielle de 1'0 . majorana . HUSSAIN et al (2010) ont eté signalés
le terpinene-4-ol (20.9%) , linalool (15.7%) , linalyl-acetate (13.9%) , limonene (13.4%) et a-
terpineol (8.57%) sont les composants majoritaires des huiles essentielles d'O .majorana

Pakistanais .
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Plusieurs études ont réalisée sur la composition chimique des huiles essentielles d'O.
vulgare , ces éetudes enregistré que les composition chimiques de ce huile est varié d'une
région a l'autre . En Syrie une étude détermineé les principaux composition chimique de
I’huile  essentielle O.vulgare: Terpinen-4-ol (24.90%) , gamma-terpinéne (10.57%) , o-
cymene (8.90%) , cisbeta-terpinéol (8.73%) , alpha-terpinéne (6.67%) (JNAID et al ., 2016) .
GONG et al (2014 ) ont étudié I’huile essentielle de la O.vulgare de la région de Chine et du
Pakistan dont les principales composantes étaient p-citronellol (72.7% a 85.3%) , I'acétate de
citronellol (8,8% a 12.2%) , le thymol (1.5% a 42.9%) , caryophyllene (0.4% a 17.7% ) .

Les variations des compositions chimiques de deux huiles essentielles étudiées peut
étre due a la zone géographique , emplacement ou environnement dans lequel pousse les
plantes testées ( GUERRA-BOONE et al., 2015) . Ainsi , la différences entre les composition
chimique des HEs peuvent étre dues a les variations des conditions de culture, ou a des
modification structurelle ou physiologique du plante causée par des facteurs

environnementaux spéecifiques (GONG et al ., 2014) .

Nos résultats révele que l'activité antioxydante des huiles essentielles d'O.vulgare plus
grande que l'activité antioxydante des huiles essentielles d'O.majorana . Des études précédents
ont rapporté une grande variation dans l'activité antioxydant d’huile essentielle d’ Origanum
majorana , les résultats de HUSSAIN et al (2011) ont démontré le fort pouvoir antioxydant de
huile essentielle avec 1C50=89.2 pg/ml . Cependant AHMED ABD EL MALEK .,.YAGOUBI
(2017) ont rapporté une faible activité antioxydant d’HE de 1’Origanum majorana (ICso =
30mg/ml ), aussi I'étude de GUERRA-BOONE el al (2015) ont démontré que n’existe pas d’
activité antioxydante d’HE de /’Origanum majorana de Mexique .

En compare notre résultat aux précédents rapports , I’huile essentielle de I’espéce
étudiée , O. vulgare développe une activité antioxydante basse . Une étude menée par
HUSSAIN et al(2011) ont rapporté une haute activité antioxydante avec une valeur (ICso: 65.5
pg/ml) . Ainsi, MECHERGUI et al (2015) realise une étude sur les différentes populations
O.glandulosum présentent une activité antioxydante plus élevée . Cependant une autre étude
sur I’huile essentielle a montré une activité antioxydante faible puisque I’ICsg rapportée s’
éleve a 1000ug/ml (JNAID et al ., 2016) . Le méme constat pour I’huile essentielle d'O.
vulgare d’El- Oued qui s’est avéré posséder une faible capacité antioxydante (IC50 =15 .360
mg /ml) (BENCHIKHA, MENACEUR., 2013) .

Egalement , de pouvoirs antioxydants modérée de HE ont été rapportés dans travaux de
BOUHADDOUDA (2016 ) et LANSEUR(2017) ont noté une valeur d’IC50 461.62 pg/ml et

306,09ug/ml respectivement .
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Les étude des propriétés antioxydante des composants chimiques des huiles essentielles
réalisée par plusieurs travaux ( SCHAAL ., 2010 ; BOUHADDOUDA ., 2016 ; ALLARD.,
2015; GUERRA-BOONE et al ., 2015) , ont montré que le carvacrol et le thymol , sont les
deux principaux monoterpenes phénoliques de I'huile essentielle d'origan responsables de
I'activité antioxydante , ce qui possede des effets antioxydante important . L'absence de ces
composes expliquée le faible activité antioxydant des huiles essentielles O.majorana et
O.vulgare dont ne comporte pas le carvacrol et ont faible quantité de thymol pour I’huile
essentielle d'O.vulgare .

Le pouvoir réducteur peut étre en relation dépendante avec la variabilité des
composition chimiques  des huiles essentielles; est due aux impacts des facteurs
environnementaux , peut étre influencé , par les températures utilisées durant I’extraction . En
effet , ont rapporté que I’utilisation des hautes températures au cours de |’extraction
augmentent la libération des antioxydante . Le pouvoir antioxydant des plantes varie
également selon la saison de récolte (LAUSEUR ., 2017) .

L'huile essentielle d'Origanum majorana posséde une activité anti-inflammatoire trés
importante par apport I'huile essentielle d'Origanum vulgare et un anti-inflammatoire non
stéroidien ( diclofénac ) . On comparé notre résultats avec autre travaux précédents , une etude
rapporté par (AROUI .,HALLIL .,2017) montrent un effet anti-inflammatoire tres significatif
de I’huile essentielle d 'Origanum glandulosum de la région de Tichy avec valeur d’ inhibition
de la dénaturation BSA (88.66% d’inhibition a 50 pg/ml ) et celle de la région d’Akbou (
87.33% d’inhibition a 31.25ug/ml ) . Aussi , SHAROPOQV et al (2015) révélée que les huile
essentielles d'Origanum tyttanthum de Tadjikistan présente un important activité anti-
inflammatoire . LANSEUR (2017) , a rapporté que I’huile essentielle de 1'Origanum

glandulosum possede un pouvoir de réduction d’hémolyse moyenne .

La richesse des plantes étudiées en HEs peuvent réagir avec la plupart des radicaux
libres , en piégeant, inactivant et stabilisant les radicaux libres (radicaux hydroxyles (OH-) ,
anions superoxydes (O-). Ces antioxydants naturels possedent un effet anti-hémolytique , en
stabilisant la membrane des globules rouges contre la lyse hyposaline , ainsi leur intégrité
membranaire (La distribution asymétrique des phospholipides) (AIT-IDIR., BOUYOUCEF.,
2017) .

Les résultats antibactériennes des HEs d'O.majorana a été comparés aux précédents
rapports sur I’activité antibactérienne de 1'huile essentielle O.majorana , RAMOS et al (2011)
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signalent que HEs d'O.majorana exerce une activité antibactériennes contre Enterococus
faecalis ATCC 19433, E.coli ATCC 25992 , Klebsiella pneumoniae ATCC 23357 avec zones
d'inhibition 12 , 15 et 13 mm respectivement , ces résultats similaire avec notre études pour
E.coli et différente pour Klebsiella pneumoniae , Enterococus faecalis . BEN HAMIDA-BEN
EZZEDDIN et al (2012) ont également décrit des activités antibactériens HEs O.majorana
Tunisien par deux méthodes , la premier c'est la diffusion sur gélose et la deuxieme
microdilution en bouillon , mais les résultats de ces méthodes pas paralleles , les résultats ont
montré que cette huile était active contre tous les souches testées , les plus sensibles étaient
E.coli, Streptococcus A , Shigella dysenteria et Salmonella enteritidis , le moins susceptible
était Pseudomonas aeruginosa , et dans certains dilution ne produisent aucune zone
d'inhibition . Nos résultats révélant que Enterococus faecalis et Pseudomonas aeruginosa sont

les deux souches tres sensible au HEs d'O.majorana . Pour les dilution ont enregistré toutes les
souches non sensible sauf Salmonella enteric était sensible au dilutionl/z . Aussi les travaux

IBRAHMI et al (2017) indiquent que I'huile d'OM possede des activités contre toue les

souches microbiennes , mais a des différents degrés .

DOUHADDOUDA (2016) prouvent que , les bactéries Grams négatif telles que E.coli
ATCC 25922, K.pneumoniae ATCC700603 et Salmonella thyphimurium sont les souches
extrémement sensible , et P. aeruginosa ATCC 27853 moins sensible aux huiles essentielles
d'O.glandulosum . Les bactéries Grams positive Enterococus faecalis ATCC 29212 et
Staphylococcus aureus ATCC 25923 sont les souches extrémements sensibles . Cette étude
présentant des diameétres d’inhibition entre 15-59 mm sur I’ensemble des souches testées .
D'autre part , BEJAOUI et al (2013) ont montré que les HEs d'O.vulgare subsp. glandulosum
Dsef de Tunisien ont une grande activité antibactérienne contre Escherichia coli ATCC 8739,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 , Staphylococcus aureus ATCC6538 et Bacillus subtilis.
Egalement , I'étude de OZKALP et al (2010) déterminer I'activité antibactériens des huile
essentielle d'origan contre la croissance d' Escherichia coli , Pseudomonas aeruginosa ,
Candida albicans, Salmonella enteritidis , Streptococcus pneumoniae et Klebsiella
pneumoniae . Micrococcus luteus et Bacillus cereus , ces résultats montrent que I'huile
d'origan possede une forte activité antimicrobienne par rapport a lI'antibiotique . En revanche
nos résultats montrent que E.coli , Pseudomonas aeruginasa , Klebcilla pneumonia ,
Salmonella e enteritidis et Bacillus cereus étaient sensible a HEs d'O.vulgare et Enterococus

faecalis c’est la seule souche bactérienne extrémement sensible au HE d'O.vulgare .
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L'étude de LAKHRISSI et al (2015) ont enregistré , la synergie de deux HEs (la
marjolaine dans la région de Salé et I'origan dans la région d'Ouazzane posséde une tres bonne
activité contre toutes les bactéries sauf Pseudomonas aeruginosae . L'inhibition maximale du
mélange de I'huile essentielle était contre Acinetobacter (25 mm) , Staphylococcus aureus (22
mm) , suivi par les trois autres souches I'Escherichia coli ATCC 25921 , Klebsiella
pneumoniae et Enterobacter cloacae . Ces especes sont trés sensibles & la melange des deux
huiles, tandis que Pseudomonas aeruginosae présente une resistance a la synergie de deux
huiles . Cette étude est en accord avec notre étude pour E. coli et Pseudomonas aeruginosa .
D'une part OUEDRHIRI et al (2017) , montre l'effet de combiné binaire entre HEs
d'O.majorana et dentata L , cette combinaison présente une faible activité contre S. aureus
et la deuxieme combinaison est effectué entre HEs O. marjoram et lavender cette synergie
donner un effet additif . Concernant l'effet contre E. coli, la combinaison des HEs
d'O.marjoram et HEs de lavender présente un effet antibactérien faible . Les résultats
expérimentaux de LAKHRISSI et al (2016) montrent que , la combinaison entre HEs
d'O.majorana et O.vulgare ont une bonne activité contre Candida albicans avec un diamétre
d'inhibition égale 28mm . Par ailleurs , nos étude montre que E.coli ATCC 25922 , E. faecalis
et B.cereus sont trés sensible aux combinaison des HEs Origanum et P. aeruginasa
ATCC27853 et K.pneumonia ATCC 700603 sont les seuls souches résistance aux combinaison
des HEs .

On pense que l’activité antibactérienne des huiles essentielles d’O.majorana et
d'O.vulgare et la synergie entre les deux huiles probablement due aux compositions chimiques
majeures . Ces composes peuvent provoquer l'altération de la paroi cellulaire et des protéines
membranaire ou provoquent la dégradation de la membrane plasmique bactérienne . Ainsi, en
perturbant le métabolisme cellulaire elles vont affecter les fonctions vitales de la bactérie telles

que la respiration ou encore I'équilibre ionique de la cellule bactérienne .

EL-AMRI et al (2014) révélent que la variabilité des quantités et des profils des
composants des huiles essentielles, probablement influencée sur I'activité antimicrobienne ne
soit pas attribuable a un mécanisme unique , mais a plusieurs sites d’action au niveau
cellulaire ,le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane, une

perturbation chémo-osmotique d’ions (K*) .et des cations comme H*. ou dissipent le gradient

45



Chapitre 11 Résultats et discussion

du potassium des cellules bactérienne .Certains composés des huiles essentielles interférent
avec les protéines de la membrane des micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par
action directe sur la partie hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la

translocation des protons dans la membrane prévenant la phosphorylation de I’ADP.

Cela dirigé a réfléchir que les molécules minoritaires sont en conséquence impliquées
dans ce processus biologique et qu’un effet synergique ou additif peut avoir leur activité entre
les différents composants d’une huile. Des études ont démontré qu’il existe un effet
synergétique entre le carvacrol et son précurseur, le p-cyméne , contre le B. cereus (
BOUHDID et al .,2012) .
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Conclusion et perspective

Les plantes médicinales et aromatiques sont plus utilisées depuis longtemps
puisqu’elles contiennent des composants chimiques possédent des propriétés biologiques tres
importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a savoir en
médecine, pharmacie, cosmeétologie et I’agriculture.

Notre travail dirigé sur la mise en évidence des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et antimicrobiennes de deux plantes aromatique contienement des huiles
essentielles comme composé majeurs ou dominant. Ainsi des éudes préliminaires
phytochimiques des extraits agueuse d'O.majorana et d' O.vulgare , montrent la présence
d'un certain nombre de groupes chimiques tells que les terpénes , les polyphénols , les
flavonoides et les saponosides et des analyses physicochimique des huiles essentielles ont été

effectuées.

L analyse en chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
des huiles essentielles a montré qu’elles renferment a des composés majeurs .concernant les
huiles essentielles d’O.majorana sont le Naphthalene, 1,1'-(1,10-decanediyl)bis (22,22%),
Cyclopentanecarboxylic acid, 3-methylene (10.74%), Silane,  alyl(bornyloxy)methylphenyl
(10,00%),(-)-Caryophyllene-(11)  (7,27%), Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-0octahydro
(5,34%) ,Naphthalene, 1,1-(1,10 decanediyl)big[d(3,43%), et Naphthalene, 1,1'-(1,2-
ethanediyl)big[de (3,02%) , et les composes maeur des huiles essentielles O.vulgare sont
Phénol, 2-méthyl-5-(1- methylethyl)(65.17% ) .

L’étude des effets antioxydante révele que I’activité antioxydante des huiles
essentielles d’O.vulgare est plus grande que I’activité antioxydante des huiles essentielles
d’O.majorana . En effet, elles peuvent réagir avec ces radicaux libres, en piégeant , inactivant
et stabilisant ces radicaux libres (radicaux hydroxyles (OH-) , anions superoxydes (O-) .

L’ensemble des résultats montrent que les huiles essentielles de I’O. majorana et O.
vulgare sont doués d’activités remarquables . En effet, la stabilisation de la membrane des
globules rouges suggere leur possible utilisation comme protecteur non stéroidienne contre

I’inflammation .

L’activité antimicrobienne a été exprimée par diametre d’inhibition, les résultats
obtenus montrent que les huiles essentielles d'O.majorana et O.vulgare et la synergie entre
eux , possedent des activités antibactériennes contre la plupart des souches testés avec des

zones dinhibition inté&ressantes . Les souches tres sensibles aux huiles essentielles
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dO.majorana sont : Enterococus faecalis , Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
particulierement . Mais pour I'huile essentielle d'O.vulgare tous les souches testées ont été
sensibles et pour Enterococus faecalis est extrémement sensibles . Dans le cas de mélange
entre les deux huiles ,les souches tres sensibles sont : E.coli ATCC 25922 , Enterococus
faecalis , Bacillus cereus et les souches ont été résistance Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 et Klebsiella pneumoniae .

Les résultats obtenus des études in vitro: des activités anti-inflammatoires,
antioxydantes et antimicrobiennes des huiles essentielles montrent que :
4 L’étude in vitro du pouvoir antimicrobien des huiles révéle que les HEs des plantes

étudiées représentent un outil trés intéressant pour augmenter la durée de conservation
des produits aimentaires (antiseptique) par effet inhibiteur puissant des deux huiles
essentielles sur lamajorité des souches testées .

4 Leshuiles essentidlles étudiée peuvent étre utilisés potentiellement comme des agents
naturels anti-inflammatoires, antibactériennes et antioxydants contre des maladies
humains . Ces agents naturels aideront a résoudre des problémes de certains
microorganismes résistante et limitera les polluants d’environnement issus des
industries des médicaments synthétiques.

4 Cet importante bioactivités des huiles essentielles d'O.majorana et O.vulgare sont en
relation avec leurs compositions chimiques.

La conclusion de cet éude nous a permis de dégager un certains nombres de perspectives
faisant suite acetravail :

4 |l serait également important de suivra cette étude par des applications in-vivo en
étudiant la toxicité de ces substances (DL50) , pour guider vers élaboration de certains
forme galéniques selon le cas.

4+ Completer cette étude par d’autres tests afin d’envisager d’autres activités biologiques
telles que les activités antimutagene, anticancéreuse et anti-leishmaniose.

4 De tester d'autre méthodes d'extraction et leur influence sur la composition chimique

et leur capacité biologique .
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Annexes

Annexes 01: L escompositions chimiques des huiles essentielles d’Origanum majorana et
d’Origanum vulgare identifiées par GC/MS

Tableau 01: Composition chimique de I’huile essentielle d’Origanum majorana

N° de composant Nom de composant Tr(min) Area (%)
2 .apha.-Phellandrene 6.013 1.80
3 Phosphoric acid, tribornyl e 7.6404 0.77
4 Naphthaene, 1,1'-(1,10-decanediyl)bis 8.489 22.22
6 Cyclopentanecarboxylic acid, 3-methylene 8.608 10.74
7 Phosphoric acid, tribornyl ester 8.903 10.84

11 Naphthalene, 1,1-(1,10-decanediyl)bis[d 9.669 1.42
12 2,6,10,15-Tetramethyl-17-(1,4,4-trimethy 11.567 1.57
13 Silane, alyl(bornyloxy)methylphenyl 11.857 10.00
14 Naphthaene, 1,1'-(1,10-decanediyl)bis[d 11.973 343
15 2,2-Dimethyl-3-[ 3-methyl-5-(phenylthio)p 12.128 0.31
16 2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, (2) 12.343 0.18
17 Bicyclo[2.2.2]octane, 1-bromo-4-methyl 12.436 0.13
18 Bornyl acetate 12.501 0.88
20 gamma.-Elemene 13.335 0.88
21 Cyclopentanecarboxylic acid, 3-methylene 13.897 1.49
22 Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl)-, aceta 14.097 0.37
23 Naphthaene, 1,1'-(1,2-ethanediyl)big de 14.367 3.02
24 7,9-Dimethyl-8-nitrobicyclo[4.3.1]decan 14.943 0.23
25 1H-Benzocycloheptene, 2,4a,5,6,7,8,9,9a 14.994 0.11
26 (-)-Caryophyllene-(11) 15.270 7.27
27 1H-Cycloprop[ €] azul ene, decahydro-1,1,7- 15.565 0.38
28 Azulene, 1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro-1,4-d 15.691 0.03
29 1,4,7,-Cycloundecatriene, 1,5,9,9-tetram 15.923 0.40
31 Benzene, 1-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-4-me 16.411 0.24
32 1-Cyclohexanone,3,3-dimethyl-2-[ 5-methox 16.509 0.12
33 1H-Cycloprop[e]azulene, 1a,2,3,5,6,7,7a, 16.637 0.40
34 Naphthaene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro 16.826 534
35 7-Tetracyclo[6.2.1.0(3.8)0(3.9)]undecano 16.934 0.04
36 Naphthaene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro 17.079 0.02
37 Naphthalene, 1,2,3,5,6,8a-hexahydro-4,7- 17.150 0.14
38 1H-3a,7-Methanoazulene, 2,3,6,7,8,8a-hex 18.178 0.03
39 (-)-Spathulenol 18.363 1.81
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41 1R/4S,7S,11R-2,2,4,8-Tetramethyltricyclo 18.680 0.47
42 1H-Cycloprop[€]azulen-4-ol, decahydro-1 18.847 0.46
43 2-Naphthalenemethanal, 2,3,4,4a,5,6,7,8- 19.045 0.21
44 (-)-Spathulenol 19.143 0.13
45 2-Naphthalenemethanal, 2,3,4,4a,5,6,7,8- 19.358 0.17
46 1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1 19.587 0.58
47 .gamma.-Gurjunenepoxide-(2) 19.695 0.33
48 7R,8R-8-Hydroxy-4-isopropylidene-7- 19.860 0.09
methy
49 tau.-Muurolol 19.973 0.11
50 7R,8R-8-Hydroxy-4-isopropylidene-7- 20.046 0.12
methy
51 1H-Indene, 5-butyl-6-hexyloctahydro 20.215 0.92
52 apha.-Bisabolol 20.428 0.25
53 Carotol 20.728 0.02
54 6-1sopropenyl-4,8a-dimethyl-1,2,3,5,6,7, 21.128 0.03
55 1H-Cycloprop[€]azulen-7-ol, decahydro-1, 21.372 1.16
56 9.beta.-Acetoxy-3.beta.-hydroxy-3,5.a ph 21.817 1.18
57 1-(Prop-2-enyloxy)-2-(prop-2-enyl)-4,5-m 21.947 0.19
58 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl 22.887 0.09
59 Spirostan, 23,24-epoxy-, (5.alpha.,259)- 23.094 0.01
60 Aromadendrene oxide-(2) 23.339 0.05
61 4,4-Dimethyladamantan-2-ol 23.443 011
63 4,8,13-Cyclotetradecatriene-1,3-diol, 1, 24.215 0.05
64 2,2-Dimethyl-3-(3,7,16,20-tetramethyl-he 24.580 0.02
65 Hexadeca-2,6,10,14-tetraen-1-0l, 3,7,11, 24.905 0.01
66 Octadecanoic acid 25.242 0.43
68 Benzene, 1,4-bis(1-methoxycarbonylethyl) 25.558 0.07
69 1H-Indene, 5-butyl-6-hexyloctahydro 25.665 0.04
70 Naphthalene, decahydro-1,1,4a-trimethyl 25.896 0.03
71 7-1sopropyl-1,1,4a-trimethyl-1,2,3,4,4a, 26.592 0.04
72 1,3,5-Cycloheptatriene, 2,4-di-t-butyl-7 26.843 0.04
73 3,7,11,15-Tetramethyl -2-hexadecen-1-ol 27.191 0.07
74 9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethyl est 28.006 0.70
75 Hexadecanoic acid, 1a,2,5,5a,6,9,10,10a 28.222 0.17
76 9-Octadecenoic acid (2)-, 3-[(1-oxohexad 28.311 0.19
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77 5.apha.-Pregn-16-en-20-one, 3.beta.,12. 29.005 0.07
78 1,3-Dioxane, 4-(hexadecyloxy)-2-pentadec 29.722 0.27
79 Octadecane, 1-[ 2-(hexadecyl oxy)ethoxy]- 31.086 0.36
80 Ethanol, 2-(octadecyloxy)- 32.407 0.37
81 1,3-Dioxane, 5-(hexadecyloxy)-2-pentadec 33.694 0.38
TOTAL/15.647 99.56%

Tableau 02 : Composition chimique des huiles essentielles d’Origanum vulgare

N°de Nom de composant Tr(min) Continent(%o)
composant
1 8,11,14-Eicosatrienoic acid, (Z,Z,2)- 5.030 0.04
2 9,10-Secocholesta-5,7,10(19)-triene-1,3- 5.161 0.59
3 11-Hexadecyn-1-ol 6.128 0.37
4 3-Cyclohexene-1-carboxa dehyde, 1,3,4-tr 7.271 0.20
5 Isoborneol 7.665 0.20
6 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methyle 7.817 0.62
7 Methane, [(1-ethynylcyclohexyl)oxy]metho 7.960 0.15
8 3-Cyclohexene-1-methanol, .apha.,.apha 8.284 0.59
9 1-(1-Ethyl-2,3-dimethyl-cyclopent-2-enyl 8.398 0.67
10 Isobornyl thiocyanoacetate 8.560 0.25
11 Benzene, 2-methoxy-4-methyl-1-(1-methyle 9.161 041
12 Benzene, 1-methoxy-4-methyl-2-(1-methyle 9.416 0.51
13 Thymol 10.952 0.95
14 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 11.217 21.71
15 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 11.446 65.17
16 Phenol, 2,3,5,6-tetramethyl 12.173 0.01
17 Phenal, 2,3,5,6-tetramethyl 12.190 0.03
18 Cyclohexanone, 2-(2-butynyl)- 12.759 0.05
19 Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl 12.835 0.66
20 3-Methyl-4-isopropyl phenol 13.029 1.04
21 Phenoal, 2-(2-methyl-2-propenyl) 13.686 0.08
22 Caryophyllene 14.092 0.55
23 Caryophyllene 14.320 0.05
24 apha.-Caryophyllene 14.965 0.03
25 Cyclohexanone, 2,3-dimethyl-2-(3-oxobuty 15.796 1.03
26 3-Cyclopentylpropionic acid, 3-pentadecy 15.900 0.19
27 8-Oxabicyclo[5.1.0]oct-5-en-2-0l, 1,4,4- 15.917 0.51
28 1H-Benzocycloheptene, 2,44,5,6,7,8,9,9a 16.089 0.75
29 Caryophyllene oxide 17.917 0.23
30 1H-Benzocyclohepten-7-ol, 2,3,4,4a,5,6,7 18.070 0.02
31 5-Hepten-3-yn-2-ol, 6-methyl-5-(1-methyl 18.160 0.01
32 1,2-Benzenediol, 4-(1,1-dimethylethyl)- 18.239 0.03
33 5-Hepten-3-yn-2-ol, 6-methyl-5-(1-methyl 18.314 0.01
34 Pentadecanoic acid 25.144 0.47
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35 Linoleic acid ethyl ester 27.923 0.85
36 Linoleic acid ethyl ester 28.165 0.15
37 Linoleic acid ethyl ester 28.186 0.25
38 Linoleic acid ethyl ester 28.337 0.12
39 Linoleic acid ethyl ester 28.440 0.09
40 7-Methyl-Z-tetradecen-1-ol acetate 28.535 0.04
41 Linoleic acid ethyl ester 28.621 0.1
TOTAL/89. 4 99.78%

Annexes 02 : Photos représentants les résultats de I’activité antioxydante des huiles
essentielles d’Origanum majorana et Origanum vulgare

concentration des HEs de I'O.

Figure 01: Réduction de radical libre DPPH-
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Figure 02 : Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations d’huiles essentielles

d’O .majorana
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Figure 02 : Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations d’ huile essentielle d’

O.vulgare
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Figure 03 : Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de Vitamine C

ANNEXE 03 : Photos représentants les résultats de I’activité antibactérienne des huiles
essentielles d’Origanum majorana et d'Origanum vulgare

Figure 01 : Photo représentants la sensibilité Klebsiella pneumoniae ATCC 70060 a I’huile
essentielle d’Origanum majorana
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Figure 02 : Photo représentants la sensibilité Pseudomonas aeruginosa a I’huile essentielle
d’Origanum majorana

Figure 03: Photo représentants la sensibilité salmonella enteritidis a I’huile essentielle
d’Origanum majorana

Figure 04 : Photo représentants la sensibilité salmonella enteritidis a I’huile essentielle
d’Origanum vulgare
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Figure 04 : Photo représentants la sensibilité salmonella enteritidis a I’huile essentielle
d’Origanum vulgare

Figure 05 : Photo représentants |a sensibilité Enterococus faecalis a I’huile essentielle
d’Origanum vulgare
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