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Résumé

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation d'une plante aromatique medicinale
qui appartient a la famille de Lamiacea : Origanum majorana L., provenant de la région de
Khemis Miliana. L'objectif est de réaliser I'extraction de ses huiles essentielles (HE),
déterminer sa composition chimique et d’évaluer leurs activités antioxydante et
antimicrobienne. Selon les résultats rapportés par la littérature, les huiles essentielles d’O.
majorana manifestent des caractéristiques antimicrobienne et antioxydante trés intéressantes.
L’extraction des HE a donné des rendements variables entre les différents pays de (0,61 -
3%). Les analyses chromatographiques ont montré la présence du bornéol (15.5%),
eucalyptol (11.3%), terpinéol (13.9%) et le 4-terpinéol (13.9%) en Algérie et linalool, thymol,
y-terpinene, carvacrol, thymol, I'hydrate de cis-sabinéne, a-terpinene dans divers pays du
monde. L’HE d’O. majorana présente un fort pouvoir antioxydant avec une 1Csg allait de 30-
6800 pug/mL. Concernant I’activité antimicrobienne, les souches les plus sensibles était: E.
coli, Bacillus subtilis, Enterococus faecalis, Pseudomonas aeuginosa et Candida albicans,
Aspergillus flavus. L’HE d’O. majorana pourrait étre exploitée et utilisée dans le domaine

agroalimentaire et/ou pharmaceutique.

Motes clés : Origanum majorana, Huile essentielle, Extraction, GC/MS, Activité biologique.
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Abstract

This study is part of the valuation of a medicinal aromatic plant that belongs to the
Lamiacea family: Origanum majorana L., from the Khemis Miliana region. The objective is to
extract its essential oils (EO), determine its chemical composition and evaluate their
antioxidant and antimicrobial activities. According to the results reported by the literature we
can say that the essential oils of O. majorana exhibit very interesting antimicrobial and
antioxidant characteristics. The EO extraction gave variable yields between different countries
of (0.61 - 3%). The Chromatographic analyzes showed the presence of borneol (15.5%),
eucalyptol (11.3%), terpineol (13.9%) and 4-terpineol (13.9%) in Algeria and linalool,
thymol, y-terpinene, carvacrol, thymol, cis-sabinene hydrate, a-terpinene in various countries
of the world. O . majorana EO has a strong antioxidant power with 1C50 ranging from 30 mg
/ ml to 6800 (ug / ml). Regarding antimicrobial activity, the most sensitive strains were:
E.coli, Bacillus subtilis, Enterococus faecalis, Pseudomonas aeuginosa and Candida
albicans, Aspergillus flavus. The O. majorana EO could be exploited and used in the agri-food and /

or pharmaceutical sector.

Keywords: Origanum, Origanum majorana, Essential oil, Extraction, GC/MS, Biological

activity.
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Introduction

Introduction

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée au développement des
civilisations. Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans
I’environnement, afin de traiter et soigner des maladies. Ces plantes ont toujours occupé une
place importante en médecine, dans la composition des parfums et dans les préparations
culinaires, et représentent un réservoir intéressant et inépuisable de nouveaux composés
bioactifs attribués aux métabolites secondaires qui posséde différentes propriétés (Amarti et
al., 2011 ; Makhloufi, 2010 ; Zeghad, 2009). Ces composés sont recherchés pour détecter de
nouveaux traitements efficaces contre les maladies non traitées et pour réduire I’utilisation de

produits synthétiques qui sont nocifs a ’lhomme et a son environnement (Zekri, 2017).

Une plante médicinale c’est toute plante utilisee en médecine qui renferme un ou
plusieurs principes actifs capables de prévenir, guérir ou soulager des maladies et pour le
maintien d’une bonne santé¢ (EI Amri et al., 2014 ; Makhloufi, 2010). Un grand nombre de
plantes aromatiques et médicinales possédent des propriétés biologiques tres intéressantes, qui
trouvent I’application dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétique et
agriculture grace a la découverte progressive des applications de leurs huiles essentielles
(Bouhdid et al.,2006 ; Laghouiter et al.,2015).

De nos jours entre 20 000 et 25 000 plantes sont utilisées dans la pharmacopée humaine.
75% des médicaments ont une origine végetale et 25% d’entre eux contiennent au moins une
molécule active d’origine Vvégétale (Anthoula, 2003). L’une des valorisations de ces
ressources naturelles végeétales passe par I’extraction et 1’étude de caractéristiques physico-

chimiques de leurs huiles essentielles.

L'Algérie, de par sa situation géographique et son climat méditerranéen, est douée d’une
flore riche et diversifiée. Cependant, il y a un manque d'études sur la distribution, I'importance
et la productivité des plantes médicinales et les vertus qu'elles peuvent engendrer. Et
malheureusement, toute cette richesse ne peut étre estimée ou exploitée. L'institut national de
la recherche agronomique d’Algérie a annoncé que I'Algérie n'utilisait que 1% des 1600

especes spontanées et cultivées (Bessah et Benyoussef., 2015).

La famille des Lamiaceae est l'une des familles les plus importantes de la flore
algérienne et l'une des plus utilisées par les thérapeutes traditionnels en tant que source

mondiale d'espéces et d'extraits a fort pouvoir antibactérien et antioxydant . Les espéces de
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cette famille sont bien connues pour leur réle essentiel dans la production des huiles
essentielles auxquelles leur activité biologique a été attribuée (Kechar et al., 2017; Sari,
2018).

Dans cette famille I'origan est largement connu par les peuples de I'Antiquité et dans le
monde des herbes et des épices pour son godt prononcé, ses vertus médicinales et pour ses
huiles volatiles (Medjahed et al., 2019 ; Sari, 2018 ). Parmi les espéces de ce genre, il existe
certaines plantes considérées comme les plus aromatiques du monde végétal, citons par

exemple la marjolaine (O. majorana L) cette derniére populairement appelée " Merdgouche ".

Face & la perte d’efficacité des traitements comme les antibiotiques due a l'apparition de
la résistance microbienne aux antibiotiques et aux antifongiques de synthese suit a 1’'usage
excessif et abusive de ces derniers dans la médication humaine et dans la conservation des
aliments , de plus de la toxicité des antioxydants synthétiques qui sont suspectés d’avoir des
effets néfastes sur la santé du consommateur (Boudjouref, 2011 ; Abou et Fareh.,2017 ;
Deshmane et al.,2007; Bekka, 2009) . Il y a un grand besoin de la découverte de nouvelles
molécules naturelles plus actives, qui ont des effets antibactériens et antioxydants et sans
effets indésirables pour leur utilisation comme des alternatives a des substances chimiques
afin de traiter ces phénoménes de résistance bactérienne et d’oxydation des aliments
(Bouchekrit, 2018 ; Belal et al., 2019; Toure, 2015; Moussaoui et al., 2016).

Bien que les champs d’investigation pour surmonter et contrdler cette situation sont
vastes mais l'intérét pour l'utilisation des plantes aromatiques et leurs huiles essentielles
comme source potentielle de ces molécules bioactives en augmente, D’autant que les
connaissances et les preuves empiriques sur I’utilisation d'Origanum majorana en médecine

traditionnelle sont encore peu nombreuses (Deshmane et al., 2007).

A cet effet et dans le cadre de la poursuite de la valorisation du pouvoir antimicrobien et
antioxydant des plantes médicinales et aromatiques algériennes qui peut avoir des retombees
économiques considérables pour notre pays, et compte tenu des vertus thérapeutiques que
représentent les lamiacées ainsi que la recherche de nouvelles molécules bioactives, nous nous
sommes intéressés a étudier I'HE d’une plante de la famille de lamiacée : Origanum majorana
de la wilaya d’Ain defla, afin de déterminer leur composition chimique et leurs propriétés
biologiques.

Ce travail a pour objectif I’extraction, la récupération et la valorisation des huiles

essentielles de la plante et renforcer la connaissance de sa composition chimique et de
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poursuivre ces activités pour une utilisation possible comme alternative aux additifs

synthétiques.

La présente étude consiste en I’extraction par hydrodistillation, 1’étude de la
composition chimique et ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante et antimicrobienne

de I'huile essentielle d’Origanum majorana.
Ce travail se subdivise en trois chapitres:

Dans le premier chapitre, une synthése bibliographique relative aux généralités

concernant la matiere végétale et les travaux antérieurs réalises sur I’Origanum majorana.

Le deuxieme chapitre comporte le matériel utilisé et les méthodes adoptées dans les

différentes études.
Le troisiéme chapitre présente les différents résultats obtenus et leurs discussions.

Enfin, une conclusion générale résumant les différents résultats obtenus de cette étude et

dégageant les principales perspectives d'élargissement de ce travail.
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I. Matériel végétal : Origanum

Les plantes aromatiques et médicinales considérées comme étant une source inépuisable
de remeédes thérapeutiques traditionnels naturels et efficaces utilisées a la fois en traitement
curative et préventive en raison de leur richesse de composants de valeur ajoutée tels que : les
flavonoides, les alcaloides, hétérosides, saponosides, quinones, vitamines,...ct les huiles
essentielles. Ces plantes possedent des propriétés biologiques intéressantes qui sont
susceptibles d’étre utilisées dans divers domaines: en médecine, pharmacie, cosmétique et en

agriculture (Carovi¢-Stanko et al., 2016 ; Fyad et al., 2013 ; Kpadonou et al., 2019).

Les huiles essentielles sont des substances naturels volatiles, issus du métabolisme
secondaire des plantes medicinales. Elles sont connues depuis I’antiquité et ont toujours
occupé une place importante pour leurs propriétés antimicrobiennes, antioxydantes,
antiseptiques, analgésiques et anti-inflammatoires. Elles sont utilisées dans diverses industries
pharmaceutiques, cosmétiques, agroalimentaires et dans les préparations culinaires (Bakkali
et al., 2008 ; Amarti et al.,2011). Elles repreésentent une source intéressante de nouveaux
composés dans la recherche d’une immense variété de molécules bioactives. Les huiles
essentielles sont particulierement abondantes chez certaines familles aromatiques, Parmi
lesquelles les plus représentatives sont: les Coniferes, les Ombelliferes, les Rutacees, les

Myrtacées et les Lamiacees (Kabera et al., 2005 ; Fyad et al., 2013) .

Nombreuses de ces espéces aromatiques appartiennent a la famille des Lamiacées. Au
sein de cette famille, I'origan est I'une des plantes aromatiques les plus utilisées (De Falco et
al., 2013).

1. Famille des Lamiacées

L’ordre des Lamiales est un ensemble important comprenant actuellement 17.800
especes réparties en 21 familles; 1’une des principales est celle des Lamiacées, autrefois
appelée Labiées provenant du mot grec laimos (Belmont, 2013), du Latin (Labia): levre
signifiant que la forme des fleurs est caractérisés par deux lévres (Moussaoui et Talit., 2016)
comprennent environ 260 genres et 7000 espéces largement distribuées dans la région
méditerranéenne (Mechergui et al., 2010). Cette famille et par la particularité de ses

caractéeres était l'une des premieres a étre distinguées par les botanistes.
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Les plantes de cette famille sont habituellement des plantes herbacées odorantes,
caractérisées par des tiges quadrangulaires, feuilles en général opposées sans stipules
(Moussaoui et Talit., 2016), les inflorescences formées par de faux verticilles axillaires ou
glomérules proviennent de la réunion de 2 cymes bipares, les fleurs hermaphrodites ou
unisexuées et zygomorphes sont accompagnées de bractéoles, le calice est gamosépale
persistant a 5 sépales soudés. La corolle est sympétale et typiquement bilabiée, avec deux
lobes formant une levre supérieure et trois lobes formant la levre inférieure, les étamines sont
au nombre de 4 : 2 grandes et 2 petites ; L’androcée peut consister soit en quatre étamines
didynames, soit en seulement deux étamines soudées au tube de la corolle ou a la zone
périgyne et alternant avec les lobes. Le fruit est un tétrakene formé de 4 nucules secs
enveloppés par le calice (Boutlelis et Bordjiba., 2014, Mahfouf, 2018).

Les Lamiacées sont I'une des principales familles botaniques connues par leurs
richesses en huiles, cette famille est répandue dans diverses régions du monde
particulierement dans le Bassin méditerranéen jusqu’en Asie centrale. De nombreuses especes
sont cultivées dans les jardins, comme plantes ornementales et pour leurs propriétés
médicinales et se retrouvent presque sous tous les climats et a toutes les altitudes. Certains de
ses genres sont quasiment cosmopolites, d’autres ont une distribution plus restreinte. En
Algérie, il y’a 145 espéces qui sont répertoriées dans tous les territoires (Sari, 2018 ;
Belmont, 2013 ; Boutlelis et Bordjiba., 2014).

L’origan, le thym, le romarin et la sauge appartiennent a cette famille et sont les plantes
aromatiques les plus populaires dans les remedes traditionnels et modernes et dans les
industries alimentaires et pharmaceutiques (Nieto, 2017). Ces plantes sont bien connues pour
leur teneur en huile essentielle et en composés phénoliques auxquels leur activité biologique
était attribuée (Hanana et al., 2017).

Les activités pharmacologiques et la bioactivité des especes de cette famille sont
associées a leurs composants en huiles essentielles et sont connues depuis des années (Maral
et al., 2017).

Au sein de cette famille, le genre Origanum est I'une des plantes les plus importantes
économiquement, en raison de sa grande diversité chimique et morphologique et de leur

utilisation comme épices tres populaires dans le monde entier (Mechergui et al., 2010).
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2. Genre Origanum

2.1. Présentation et description général

Le terme « Origan » est apparu dans la langue au Xllle siécle (Bouhadouda, 2016).
Oregano en Anglais, il dérive du latin origanum, qui est lui-méme issu du grec ancien
origanon qui composé de deux mots: oros « montagne » et « ganos »: éclat, beauté, qui
signifie "ornement des montagnes" Communément appelé « joie des montagnes » ou « parure
de montagnes » en raison de leur beauté et leur abondance sur les montagnes
méditerranéennes puisque cette plante préfére des altitudes élevées de 400-1800 m dans le
climat méditerranéen et dans les endroits ensoleillés (Vasudeva et Goel., 2015 ; Hazzit,
2008 ; Sakkas et Papadopoulou, 2017 ; Figueredo, 2007).

Le genre Origan se compose de 43 especes et 18 hybrides disposés en trois groupes et
10 sections (Krishnakumar et Potty., 2012). Ce genre comprend plusieurs espéces, des sous
especes, des variétiés et des hybrides qui peuvent étre individuellement distingués, mais il

existe encore de grandes variations (Amar et EI Wahab., 2013).

Les plus importantes espéces d’Origanum du monde sont: Origanum majorana L. (la
marjolaine douce), d'O. vulgare (origan sauvage de Turquie), /’O. dictamnus L.( Dittany de
Crete), Origanum onites L.( origan italien ou marjolaine en pot), O. heracleoticum L. (origan
grec ou marjolaine) et 1’0. syriacum (I'hysope bible ou l'origan syrien) (Krishnakumar et
Potty., 2012).

L’origan est généralement considéré comme une forme sauvage de la marjolaine
(Bekhechi et al., 2008). Les espéces d’origan ont été utilisées depuis I'Antiquité comme
remede traditionnel pour traiter diverses affections telles que la coqueluche et la toux
convulsive, les troubles digestifs, les conditions spasmodiques,... (Vazirian et al., 2015). En
raison de leur contenu en huiles essentielles qui se composent d'une quantité élevée de thymol
et de carvacrol (Sarer et al., 1982), elles se caractérisent par des propriétés antioxydantes,
antimicrobiennes, antifongiques et antiparasitaires. (Béjaoui et al., 2013). De plus, ces plantes
montrent de multiples bioactivités telles que des activités antivirales, anti-hépatotoxiques anti-
ulcérogéniques et anti-hyperglycémique, antithrombine (Chishti et al., 2013 ; Semiz et al.,
2018).

Les especes d’Origanum sont largement utilisées dans I’agroalimentaire, l'industrie

cosmétique et pharmaceutique comme l'une des herbes culinaires les plus connues dans le
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monde, des agents aromatisants pour les produits alimentaires, boissons alcoolisées et
parfumerie pour leur parfum épicé (Sahin et al., 2004). Les herbes séchées d’origan sont
utilisées dans de nombreux aliments transformés tels que les produits laitiers, les produits
carnés,... et certaines de ses especes sont également utilisées comme un composant de parfum
dans les savons, les parfums, les cosmétiques, les détergents, les ardbmes et les produits
pharmaceutiques (Béjaoui et al., 2013).

L’Origanum est utilisée en Algérie comme remeéde contre les affections respiratoires et
la toux. Effectivement, c’est une plante expectorante, stomachique, tonique, stimulante, qui

possede des propriétées, antispasmodiques et antiseptiques (Bekhechi et al., 2008).
2.2. Description botanique du genre

L’Origanum est une plante herbacée vivace (Aiboud, 2012), et arbustive (Aligiannis et
al., 2001) de 30 a 90cm de haut, leurs tiges sont carrées basses ligneuses et persistantes,
dressées portant des branches latérales sur le quart ou la moitié superieure de longueur
variable de 10 a 60 cm, a des petites feuilles simples, ovales, vert foncé, opposees et espacées
possedent des glandes secrétrices sessiles ou pedonculées sur leur surface, ces glandes
sécretrices sont aussi présentes sur tiges, bractées, calices et corolles. Les inflorescences sont
en épis, elles-mémes reéunies en inflorescences composees (Chikhoune, 2007) portées par
chacune des tiges et chacune des branches, les bractées sont arrondies, ovales ou lancéolees
petites ressemblent a des feuilles, ou grandes fines souvent de couleur jaune-vert (Figueredo,
2007). Les fleurs blanches ou roses sont groupées en inflorescences, et sont situées dans
l'aisselle d'une bractée ovale, et dépassant le calice. Ce calice est la partie la plus variable dans
I’Origanum qui est tubuleux a cinq dents courtes soudées bilabi¢ ou non formé par une ou 2
levres plus ou moins dentées et soudées. La corolle est blanche, rose ou bien pourpre, en
forme de tube est dressée avec 2 levres .Les fruits sont constitués d’akénes bruns, ovoides
(Bouhadouda, 2016 ; Mahfouf, 2018).

2.3. Répartition géographique

L’Origan était I’'une des plantes majeures de 1’antiquité, qui est connu largement dans le
monde des herbes pour ses huiles volatiles (Sari, 2018). La plupart des espéces d’origan sont
aromatiques (Vasudeva et Goel., 2015) et sont principalement distribués dans les régions

Méditerranéenne, Euro sibérienne et Irano Sibérienne (figure.1). Plus de 75% des espéces sont
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répandues dans les régions mediterranéenne de I'Est (Sahin et al., 2004). La majorité des
espéces se trouvent dans de petites zones, 70% sont endémiques a un pays ou a une montagne,
par exemple : O. saccatum, O. hypericifolium, O. acutidens, O. sipyleum, O. brevidens, O.
haussknechtii, etc... Ces espéces sont particuliéres a la Turquie, pays qui est considéré comme
le centre génique du genre Origanum puisqu’il en posseéde 16 especes. Seulement quelques
espéces existent dans la partie occidentale de la Méditerranée (letswaart, 1980; Figueredo,
2007).

Le genre Origanum est largement présent dans des iles Canaries et des Acores, en Europe du
Nord jusqu'a I’Est de I’ Asie (Figueredo, 2007).

Figure 1. Aire de répartition du genre Origanum (Figueredo, 2007)

2.4. Distribution géographique du genre Origanum en Algérie

Le genre Origanum est une plante répandue en Algérie et représentée par trois especes
spontanée phylogénétiquement proche: Origanum majorana L., Origanum glandulosum Desf.
et Origanum floribundum Munby (Chikhoune, 2007 ; Daoudi-Merbah, 2013).

» L’Origanum majorana L.: est distribué en 1I’Europe et la Méditerranée.
» L’Origanum vulgare ssp glandulosum Desf : est plus répandue dans toutes les

régions et sur le plan phytogéographique, commune dans tout le Tell et elle est considérée
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comme une plante endémique dans 1’Algéro-Tunisien, elle pousse dans les broussailes et
garrigues.

» L’Origanum floribundum Munby : est une espece rare, endémique algérienne
localisée dans 1’Atlas Tellien et la grande Kabylie ou pousse dans les paturages surtout en
montagne (Sari, 2018; Chikhoune, 2007; Daoudi-Merbah, 2013)

2.5. Exigences écologiques et culture d’Origanum

Le genre Origanum pousse a l'état sauvage dans le bassin méditerranéen (Vasudeva et
Goel., 2015). Les espéces d'Origanum habitent énormément les régions de montagnes
rocheuses a une large gamme d'altitudes (0-4000 m) et les pentes caillouteuses (Sahin et al.,
2004). Elles sont trouvées dans les endroits secs et chauds, les garrigues et les paturages
(Sari, 2018). L’origan est une plante vivace qui pousse de préference sur les talus ensoleillés
des pays du bassin méditerranien (Chikhoune, 2007). O. majorana est cultivé dans les
jardins, a I'extérieur ou en pots, comme herbe médicinale (letswaart, 1980).

2.6. Les composants primordiaux des huiles essentielles d’Origan

Les constituants chimiques de I'origan sont utilisés pour la classification des especes du
genre Origanum (Sari, 2018). Les composants, la qualité et le rendement de 1’huile essentielle
extraite des especes origanum montrent une grande variation selon la génétique de la plante,
le stade végétatif, les procedes d’extraction et notamment les constituants de 1I’environnement
et I'nabitude de la plante (Chikhoune, 2007). D’aprés les études réalisées sur la composition
des huiles essentielles de diverses especes d'Origanum, deux chémotypes sont rapportés : un
type riche en terpinéne-4-ol/sabinene hydraté et un type avec du thymol et/ou carvacrol
comme composes prédominants (Soliman et al., 2009) suivis de y-terpinene , du p-cymene,

du linalool, du terpinen-4-ol et de I’hydrate de sabinéne (Amar et al., 2013).

Geéneéralement, ces huiles volatiles d'origan sont riches en monoterpenes phénoliques
comme le carvacrol qui est le principal composé (35 a 74%), et dans certains cas le thymol, de
plus autres composes en quantité moins importante comme les monoterpenes acycliques tel
que linalool, B-myrcene, acétate de géranyl, géraniol, acétate linalylique... et des composés
bornanes comme le camphene, camphre et bornéol. En plus, quelques sesquiterpénes sont
présents tels que: caryophyllene, germacrene-D, v-cadinéne, bisaboléne, oxyde de
caryophyllene, a-cadinol, ect... (Sari, 2018; Chikhoune, 2007).
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Parmi les espéces du genre origanum, certaines plantes considérées comme étant les
plus aromatiques dans le monde végétal, par exemple la marjolaine (Origanum majorana L.)
(Chenna et al., 2018).

3. Origanum majorana L

L’Origanum majorana est une plante cosmopolite vastement nommé " Marjoram "
(Deuschle et al., 2018) ou marjolaine vraie, anciennement connue par le nhom Majorana
hortensis Moench (figure.2). Elle est communément appelée « marjolaine douce » en raison
de leurs saveurs d'agrumes. Elle est appelée vulgairement Merdgouche. Elle est généralement
connue sous d’autres noms : Sweet Marjolam, marjolaine a coquilles, Marjolaine francaise.
En Afrique du Nord les Arabes l'appellent : Khezama (Tunisie), Meurdekouch (Maroc),
Mardguscia (Tripojiiaine), et parfois Mazermouch ou Marikoum, noms données aussi a
d'autres espéces d’Origanum (Chevalier.1938 ; Soliman et al., 2009 ; Semiz et al., 2018).

Figure 2. Origanum majorana (photo original)

10
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3.1. Description botanique

Origanum majorana L est un sous-arbuste vivace et herbacé sauvage et annuel cultivé
comme plante aromatiques (Vera et al., 1999). Il atteind environ 30 & 60 cm et se caractérise
par une tige rougeatre quadrangulaire, dressée, ramifiée et faible de 80 cm de long; des
racines pivotantes sub-cylindriques de 0,2mm jusqu'a 1cm de diametre; des feuilles simples,
ovales et lisses due a la présence de nombreux poils, de couleur gris vert mesurent 0,5-1,5 cm
de long et 0,2-0,8 cm de large, plus ou moins pétiolées et arrangées par paire en face a face
sur le tige; des petites fleurs tubulaires hermaphrodite & deux lévres blanches ou rosées
groupées en épis dans l'aisselle des feuilles supérieures ; un calice bilabié a deux lévres
orbiculaires ; inflorescence en epis de globuleux tres denses; et les graines sont petites ovales
et brunes foncée; la Corolle a 2 levres de (3-7) mm longue; les étamines peu saillant filaments
jusqu'a 5 mm de long (figure.3). (Vasudeva et Goel., 2015; letswaart, 1980; Iserin, 2001;
Chenna et al., 2018).

Figure 3. Aspect morphologique d'Origanum majorana (Oskamp, 1796)

a : calice, b : corolle, c : fleur, d : gynécée, e : étamine, f: style

11
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3.2. Classification de I’Origanum majorana L. (Tripathy et al., 2017)

Régne: Plantae

Sous- regne: Viridiplantae
Super division: Embryophyta
Division: Trachéophyta
Sous-division: Spermatophytina
Classe: Magnoliopsida
Super-ordre: Asteridae
Ordre: Lamiales

Famille: Lamiaceae
Sous-famille: Nepetoideae
Genre: Origanum L.

Espéce: Origanum majorana L.

3.3. Habitat et culture

Originaire du bassin méditerranéen (Iserin, 2001), de Chypre et du sud de la Turquie
(letswaart et al., 1980), la marjolaine vraie est une plante vivace sur les cotes de la région
méditerranéenne et en Afrique, mais annuelle dans les jardins de I'Europe centrale ou elle est
cultivée (Chevalier, 1938).

L’origanum majorana est une plante aromatique cultivée partout dans le monde dans
divers parties de I'Inde, la France, en Europe du nord et dans les zones tropicales comme un
aromate et pour sa saveur, son huile essentielle et son parfum (Iserin, 2001; Vasudeva et
Goel., 2015). Elle pousse en Europe du Sud, en Afrique du Nord et en Turquie (Soliman,
2009).

L’Origanum majorana est cultivée également dans de nombreux pays, d'’Amérique et
I'Asie, en Europe occidentale et se retrouve sous-spontanément dans ses habitats originaires,
elle pousse généralement dans des régions secs rocheux et calcaires de 100 a 1500m

daltitude, et cultivé comme herbe médicinale dans les jardins, en pots ou a I'extérieur

12
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(letswaart et al., 1980). Elle demande un sol limoneux fertile, chaud, bien drainé et un
arrosage fréquent, elle tolére des sols acides, neutres et des sols basiques. De plus, elle a
besoin d’environ plein soleil et peut étre cultivé a des endroits sans ombre ou mi-ombre.

Elle se multiplie par graines et par bouture. C’est un arbuste sensible au froid, vivace

dans un climat plus chaud, bien que dans des conditions climatiques tempérées est une plante
annuelle (Nurzyfiska-Wierdak et al., 2015 ; Vasudeva et Goel., 2015).
La teneur en huile essentielle de leurs feuilles est optimale quand la plante est récoltée avant
la formation des graines. Les graines mdrissent d'ao(t a septembre (Vasudeva et Goel., 2015)
et elle fleurit de mai a septembre ou la plante est récoltée pendant cette période (Nurzyfiska-
Wierdak et al., 2015 ; letswaart et al.,1980).

Généralement, les parties de la plante utilisées sont les parties aériennes et ’huile essentielle

(Iserin, 2001).

3.4. Composition chimique de I’huile essentielle d’Origanum majorana L

L’0. majorana se caractérise par de fortes saveurs et odeurs agreables et épicées. En

particulier, cette herbe contient jusqu'a 3% d'huile volatile et comme principaux constituants,
en raison de sa nature aromatique (comprenant de I'hydrate de sabinéne, du carvacrol, du
linalol et autres triperpenes), les acides caféique et rosmarinique, les flavonoides, et les
composé€s triterpéniques tels que I’acide oléanolique et acide ursolique, des stéroides (par
exemple, le 3-sitostérol), des terpénoides phénoliques, des glycosides phénoliques, des tanins,
et des sitostérols. Elle contient aussi du sabinol, o-terpinéne, terpinéne-4-ol, thujanol,
camphre, pinene, eugénol (Iserin, 2001; Deshmane et al., 2007; EI Ashmawy et al., 2007;
Vasudeva et Goel., 2015).
Différents tests phytochimiques ont signalé une présence des terpénoides, des tanins et des
flavonoides dans des extraits d'éthanol, tandis que les glucides et des saponines étaient
présents dans des extraits aqueux de racine et tige d'Origanum majorana (Vasudeva et Goel.,
2015).

En raison de la différence dans les emplacements des échantillons, il peut y avoir des
différences de composition de I’huile essentielle. La littérature a montré que les constituants
phytochimiques de l'huile essentielle d’Origanum majorana sont du terpinene-4-ol et du cis-

sabinéne, qui sont responsables de leur saveur et de l'ardme caractéristiques. Les composés

13
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majoritaires sont: les terpinolénes (a-terpinoléne et y -terpinolene), le thymol et le carvacrol.
Autres métabolites secondaires : le rosmarinate de méthyle, I'apigénine et la lutéoline-7-O-
rutinose (Deuschle et al., 2018).

La composition de I'huile essentielle de la marjolaine est exprimée en pourcentage de
différents composés des familles des monoterpenes, des monoterpénols des sesquiterpenes et
des esters terpéniques (figure.4). (Kahouli, 2010):

-les _monoterpénes: y-terpinéne (12.60%), a-terpinéne (7.73%), sabinéne (7.65%),

terpinolene (2.92%), S-phellandréne (1.90%), limonene (1.76%), p-cymeéne (1.57%), a-pinéne
(0.77%), a. -thujene (0.77%), alphaphellandrene (0.56%).5-pinéne (0.43%).

-Les monoterpénols: terpinén-4-ol (22.85%), (E)-hydrate de sabinéne (15.94%), a-
terpinéol (4.88%), (Z)-hydrate de sabinéne (4.40%), (Z)-paramenth-2-éne-1-ol (1.98%), (E)-
para-menth-2-éne-I-ol (1.25%).

-les sesquiterpenes : S-caryophylléne (2.49%), bicyclogermacrene (1.22%).

-les esters terpéniques : acétate de linalyle (1.70%).

o

Carvacrol v-terpinene Thymol

o

z-thujene Sabinene geraniol

Linalool Camphene Borneo 1

Figure 4. Structure de certains des principaux composes actifs d'Origanum majorana
(Binaetal., 2017)
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3.5. Les éléments présents dans I’Origanum majorana :

L'analyse nutritionnelle des feuilles sechées pour 100 g est présentée dans le tableau | ci

dessous.

Tableau 1. EIéments nutritionnels présents dans I'O. majorana (Tripathy et al., 2017).

Les denrées alimentaires et les Les valeures nutritionnelles pour
microéléments 100g d’origan
Energie 271 cal
Glucides 60,56 g
matieres grasses totales 7,049
cholestérol 0 mg
fibres alimentaires 40,3 ¢

Les Vitamines
folate (vitamine B) 274 ug
niacine 0,902 mg,
acide pantothénique 0,209 mg,
pyridoxine 1,190 mg
riboflavine 0,316 mg
Thiamine 0,289 mg
vitamine A 8058 Ul
vitamine C 51,4 mg
vitamine E 1,69 mg
vitamine K 621,7 ug

Les Electrolytes
sodium 77 mg
potassium; 1522 mg

Les Minéraux
calcium 1990 mg
cuivre 1,133 mg
fer 82,71 mg
magnésium, 346 mg
manganése 5,433 mg
zinc 3,60 mg

Les Phytonutriments
caroténe-f3 4806 ug
cryptoxanthine-3 70 pg
lutéine-zéaxanthine 1895 ug.
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3.6. Usages et propriétés médicinales de I’Origanum majorana

Origanum majorana L. est utilisée beaucoup dans la médecine traditionnelle aussi bien
que dans I’industrie cosmétiques (Deshmane et al., 2007). C'est une épice populaire utilisée
depuis des siécles comme reméde a de nombreuses maladies et en cuisine (Gramza-
Michalowska et al., 2008). Elle contribue a de multiples activités bénéfiques pour la santé.
C'est un remede a la maison, il est apprécié pour les maladies cardiovasculaires, les infections
pulmonaires, les maux de gorge, les troubles nerveux, l'insomnie, la nervosité et pour les soins
de la peau. Traditionnellement, les feuilles de marjolaine sont utilisées pour soigner le diabete
et le catarrhe (Vasudeva et Goel., 2015).

La marjolaine vraie posséde des vertus toniques générales, diaphorétiques, diurétiques
et expectorantes (Deshmane et al., 2007) et est utilisé comme médicament antiasthmatique et
antiparalytique, spaspolytique et comme un antirheumatique. Elle est utilisée pour traiter le
cancer, (Chishti et al., 2013) I'asthme, les vertiges et les rhumatismes (Waller et al., 2016).

L’origanum majorana posséde des propriétés stimulantes et antispasmodiques,
sédatives et peut utilisee comme antidote en applications locales pour inactiver le venin de
serpents (Guerra-Boone et al., 2015). Elle est connue pour ses propriétés antiseptique
(Tripathy et al., 2017) et anticoagulantes (Deuschle et al., 2018).

La marjolaine officinale a une action trés puissante sur le systéeme nerveux, fortifiant,
elle soulage les flatulences, les coliques et les problemes respiratoires, elle expulse les

sécretions inflammatoires et diminue les douleurs dentaires (Iserin, 2001).

L’Origanum majorana est utilisée contre les crampes, les troubles digestives, les maux
de téte, la dépression, elle a été utilisée aussi pour traiter le rhume et la rhinite (Soliman et al.,
2009).

L'huile essentielle d’Origanum majorana L. a montré des propriétés antimicrobiennes,
antibactériennes antifongiques et antivirales, des effets antiprolifératif et anti-inflammatoires,
antioxydants attribuée a sa quantité élevée en acides phénoliques, et en flavonoides utilisant
pour la conservation des aliments (Chishti et al., 2013 ; Deshmane et al., 2007 ; Waller et
al., 2016). Ces huiles essentielles sont utilisées a I'extérieur pour les douleurs musculaires et
l'arthrite et la congestion thoracique. Elle peut étre préparée en infusion, en bain de bouche

pour I'nygiene buccale, et comme cataplasme (Soliman et al., 2009).
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Une infusion d'Origanum majorana L. est utilisée comme stimulant, sudorifique,
emménagogue et galactagogue et encore utile dans l'asthme, I'hystérie et la paralysie
(Moussaid et al., 2012). Les feuilles fraiches ou séchées et leur huile essentielle sont utilisées
beaucoup dans l'industrie alimentaire, dans la fabrication des aliments comme ingrédient
alimentaire, tisane, conservateurs nutritionnels et naturel, ardbme et colorant (Badee et al.,
2013). C'est une herbe de cuisine qui s'emploie pour aromatiser de nombreuses préparations
culinaires, comme l'assaisonnement dans les salades, les sauces, condiments, les soupes, les
viandes, les poissons, les conserves, les liqueurs, les vermouths et les amers et autres produits.
Ses feuilles sont utilisées pour faire du thé (Chishti et al., 2013; Tripathy et al., 2017) et ses
huiles sont utilisées pour parfumer les savons, les parfums et les lotions et comme un
ingrédient des onguents et dans les détergents . Elle était utilisée aussi pour conserver et
désinfecter les aliments (Deuschle et al., 2018 ; Vasudeva et Goel., 2015 ; Soliman et al.,
2009 ; Badee et al., 2013).

De plus, les huiles essentielles d'origan contiennent des composes hautement bioactifs qui ont
des effets acaricides et insecticides, ainsi que des effets antibactériens prometteurs contre les

bactéries d'origine alimentaire et d'altération des aliments (Sakkas et Papadopoulou., 2017).

Les utilisations ethnomeédicinales de la marjolaine douce dans différents pays sont

présentées dans le tableau II.

Tableau I1. Utilisations ethnomédicinales d'O. majorana (Bina et al., 2017)

Région Partie Utilisations traditionnelles
vegétale
utilisée
Iran (Binaetal., | Feuilles -Antimicrobien, antiseptique, antidote, carminatif,
2017) L
antitussif,

-utilisé pour les troubles gastro-intestinaux, téte froide,
reniflement, pour la performance visuelle, otite,
-céphalée, épilepsie, mélancolie accompagnée de
flatulences, paralysie faciale unilatérale, douleur
auriculaire, mal de dos, spondilolysthésis.

-fatigue, migraine, tache de rousseur, dyspnée, douleur
cardiaque, dysrythmie, crampe, obstruction du gros

intestin , emménagogue, strangure, hydropisie.
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Azerbaidjan Huile diurétique, sédatif,

gg\ézl;barov, essentielle contre contre les flatulences et la nervositeé.
Angleterre(Bina | Feuilles Rhume, toux bronchique, coqueluche asthmatique
etal, 2017).)

Egypte (Binaet | Feuilles Froid, frissons.

al., 2017).)

Inde(Bina et al., | Huile Maux de dents, apaise les articulations, douleurs
2017) essentielle musculaires.

Turquie Huile Asthme, indigestion, maux de téte, rhumatismes.
(Erenler et al., .

2016) essentielle

Maroc Feuilles Hypertension.

(Tahraoui et al.,

2017)

3.7. Activités pharmacologiques d’Origanum majorana
Activité antioxydante

L'activité antioxydante de I'HE de marjolaine et de sa substance purifiée a été rapportée
par Vagi et al., 2005. L'huile essentielle et I'extrait aqueux, I'extrait d'acétate d'éthyle de la
partie aérienne d'O. majorana présentent une activité antioxydante importante. Des propriéetes
antioxydantes ont également été signalées a partir d'autres extraits de marjolaine douce, y
compris I'éthanol, le n-hexanene et I'extrait hydroalcooliquea. Cette activité antioxydante est
attribuée aux composés phénoliques tels que l'acide hydroxycinnamique et les flavonoides,
I'acide ursolique, l'acide carnosique, le carnosol, l'acide rosmarinique et l'acide caféique
(Binaet al., 2017).

Activité antibactérienne

Bien que les propriétés antibactériennes et antifongiques de I'huile essentielle de
marjolaine soient bien connues, son huile volatile posséde des propriétés antimicrobiennes
contre les bactéries d'origine alimentaire et les champignons mycotoxigenes (Vagi et al.,
2005). Les huiles essentielles de I’Origanum majorana dérivées des feuilles ont montré un
effet antibactérien sur diverses bactéries a savoir : Bacillus cereus, E.coli, Staphylococcus
coagulase, Enterobacter spp., Proteus spp., Acinetobacter spp., avec le test de diffusion sur

gélose et en utilisant S. aureus, E.coli, K.pneumoniae et Pseudomonas spp.
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L'extrait & I'éthanol et a I'eau d'O. majorana L. a montré une activité antimicrobienne
contre les bactéries Gram positives et Gram négatives et ses applications alimentaires
possibles par estimation de la concentration minimale d'inhibition. L'extrait d'éthanol avait un
effet inhibiteur élevé contre les bactéries comparable a I'extrait aqueux (Tripathy et al.,
2017).

Activité antifongique

Les huiles essentielles des feuilles d’O. majorana ont montré une activité antifongique
contre Aspergillus flavus et A. parasiticus, en observant leur croissance et/ou l'inhibition des
mycéliums par rapport au standard (sans huile). Divers extraits de feuilles a ’hexéne aqueux,
des extraits d'éthanol et d'éthanol-ammoniac ont montré un effet antifongique in vitro contre

six Candida spp. souches de levure (Tripathy et al., 2017).
Antiseptique et Antidote

Les antiseptiques sont des substances antimicrobiennes qui sont appliquées sur les tissus
vivants/la peau pour réduire le risque d'infection, de septicémie ou de putréfaction. Dans
I’ Antiquité, Hippocrate a introduit ’activité antiseptique de la marjolaine car elle contient de
nombreux constituants phénoliques qui agissent contre les infections microbiennes. Les
composeés comme le terpinene-4-ol, I'nydrate de cis-sabinéne, le p-cymeéne et 'a-terpinéol, le
carvacrol et le thymol (phénols) sont des constituants éminents qui peuvent étre responsables
de l'activité antiseptique. Aristote a rapporté que les tortues qui mangeaient un serpent
immédiatement devaient manger de I'origan pour ne pas mourir, ainsi l'origan est également

pris par les hommes comme anti-poison (Tripathy et al., 2017).

Anti-anxiété
L'extrait de feuilles a montré des effets anti-anxiété sur des rats dans un modéle de
labyrinthe ouvert a une dose intrapéritonéale de 200mg/kg pc. Les effets étaient dose-

dépendants et comparables au diazépam (Tripathy et al., 2017).

Activité antiulcéreuse

L'huile volatile hydrodistillée et I'extrait de méthanol des feuilles ont montré des

propriétés de guérison des ulcéres chez les rats diabétiques induits par la streptozocine-
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nicotinamide a trois doses différentes (100, 200 et 400mg/kg,po), l'effet était dose-dépendant
et plus efficace que le glibenclamide et comparable a la ranitidine (Vasudeva et Goel., 2015).

Activité antiprotozoaire

L'huile volatile de feuilles de I’Origanum majorana a montré un effet antiprotozoaire in
vitro contre une seule espéce de protozoaire pentatrichomonas hominis par la méthode de

diffusion sur disque (Vasudeva et Goel., 2015).

Activité antidiabétique

L'extrait au méthanol des feuilles a montré une activité antidiabétique chez les souris
induites par la streptozotocine par divers tests in vitro et in vivo. L’Origanum majorana a
montré des effets significatifs sur I'inhibition in vitro de la formation avancée du produit final
de glycation. L'effet était plus important que I'agent antiglycation standard, I'aminoguanidine
(Tripathy et al., 2017).

Activité antimutagéne

L'extrait a I'éthanol des parties aériennes de la marjolaine a montré un effet anti-
mutagéne contre la mutation induite par le cyclophosphamide chez la souris a la dose efficace
minimale de 125 mg/kg. L'effet de I'extrait de marjolaine s'est avéré protéger toute
modification des teneurs en ARN, ADN et protéines dans le foie et les testicules des souris

par rapport au témoin (Vasudeva et Goel., 2015).

Activité analgésique, anti-inflammatoire et antispasmodique

Les effets des extraits de méthanol d'Origanum majorana sur l'activité antiagrégante
plaquettaire humaine, qui est liée au mécanisme d'action bien connu des anti-inflammatoires
non stéroidiens (AINS) par inhibition de la voie métabolique des prostaglandines, ont été
étudie par Okazaki et al. (1998). Ils ont découvert que les extraits d'Origanum majorana
inhibaient en fonction de la dose I'agrégation plaquettaire induite par le collagene (2,0 ug /
ml) ou I'ADP (2,0 pg / ml) (Tripathy et al., 2017).
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Activité immunostimulant

Une augmentation des taux d'immunoglobulines (IgG) a été observée chez les veaux
élevés, nourris avec un concentré conventionnel complété par un mélange mineral-végeétal
contenant Origanum majorana et ses extraits aqueux ont également pu supprimer la

mutagénicité du carcinogéne hépatique (Tripathy et al., 2017).

Activité antiparasitaire

Une activité antiparasitaire efficace a également été observée lorsque de [I'huile
essentielle d'O. majorana a été pulvérisée sur des abeilles dans des colonies infestées de V.
jacobsoni a une concentration (100 ppm), qui s'est avérée non toxique pour les abeilles (Fathy
et Fouly, 1997). L'huile essentielle d'O. majorana s'est avéree étre un puissant agent acaricide
contre Acarapis woodi (Renie), le parasite causant la maladie des acariens qui envahit le
systeme trachéal des abeilles pendant I'hiver et au début du printemps. Le pourcentage
d'infestation dans les colonies d'abeilles, traitées a l'huile essentielle d'O. majorana (10
gouttes d'huile par morceau de coton dans une boite de Pétri, qui a été mis sous les rayons des
colonies infestées) a été considérablement réduit déja apres 15 jours de traitement, et aprées 30
jours de traitement, aucune infestation n'a été trouvée parmi les abeilles testées (Tripathy et
al., 2017).

Toxicité d'Origanum majorana

Le test de toxicité aigué de l'extrait d'Origanum majorana chez la souris a montré une
marge de sécurité significative. L’huile essentielle d’O. majorana ne doit pas étre utilisée par

les femmes allaitantes et enceintes (Bina et al., 2017).
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1. Travaux antérieurs

Synthése bibliographique

De nombreux travaux ont été effectués sur les huiles essentielles de 1’origan pour connaitre

la composition chimique, I’effet antibactérien et 1’activité antioxydante de ses huiles. Nous

présentons ci-aprés certains travaux relatifs a 1’0O. majorana.

1. Rendement en HE d’Origanum majorana dans différents pays

Le rendement en huile essentielle d’Origanum majorana dans différentes régions est illustré

dans le tableau IlI.

Tableau I11. Rendements d'HE d'Origanum majorana dans différents pays.

Pays Période de | Méthode Rendement | Référence
récolte (%)
Algérie Février 0.65 Abd el Mallek
(Ben Allel) Mars Hydrodistillation 2.1 et Yagoubi., 2017
Avril 2.25
Algérie - Hydrodistillation 0.61 Chenna et al., 2018
(El Oued) 1
Algérie - Hydrodistillation 2.36 Bernaoui et
(El Oued) 2 Louetri., 2018
Turquie - Distillation a la 1.86 Semiz et al., 2018
vapeur
Andes - Hydrodistillation 0.6 Ramos et al., 2011
vénézuéliennes
Egypte hiver 2,8
printemps | Hydrodistillation 3 Soliman et al., 2009
été 25
automne 2.5
Maroc - Hydrodistillation 2.50 Lakhrissi et al., 2016
Tunisie Juin Hydrodistillation 1.85 Hajlaoui et al., 2016
Québec - hydrodistillation 0.66 Kahouli, 2010
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Le rendement de 'HE d’O. majorana d’Algérie est compris entre (0,61-2,36%), la
quantité d’HE était remarquable pour la région d’El Oued 2 (2,36%) par rapport aux autres
régions (Bernaoui et Louetri., 2018). Le rendement le plus élevé entre ces pays est enregistre
en Egypte durant le printemps (3%) et le rendement le plus faible est celui enregistré dans les
Andes vénézuéliennes (0,6%). Cette différence de rendement est due principalement a
I’influence de plusieurs facteurs : les facteurs écologiques surtout climatique, la température,
I’humidité, I’espece végétal elle-méme ’organe végétal, le stade de croissance, la période de

récolte, la conservation de matériel végétale et la méthode d’extraction (Lamamra, 2018).

2. Caractérisation organoleptique et propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

d’Origanum majorana dans le monde

Les différentes caractéristiques des HEs d’O.majorana sont présentées dans le tableau IV.

Tableau 1V. Caracteristiques des huiles essentielles d'Origanum majorana.

Région Caractéristiques Références
Période | Aspect | Couleur de | Odeur Golt pH | densité
de I’'H.E
récolte
El - - Jaune tres | Aromatique Amer 4,25 | 0,66 Chenna et al.,
Oued- claire piquant 2018
Algérie
1
El- Juillet liquide | Blanchatre | caractéristique | - 5.75 | 0.95 Bernaoui et
Oued- mobile Louetri., 2018
Algérie
2
Algérie | Février Jaune Douce - 6 1.0026 | Ahmed Abd el
(Ben Mars Liquide | claire 1.049 Malek et
Allel) [ Avril limpide 1.050 | Yagoubi., 2017
Maroc |- Liquide |Jaune pale|Douce, fine - - - Lakhrissi et al.,
limpide |afoncé chaude et 2016
délicat
Québec |- liquide |jaune pale |douce, fine, | - - - Kahouli, 2010
mobile |a foncee chaude, épicée.
limpide
Egypte |hiver - jaune pale |caractéristique |- - - Soliman et al.,
printemps 2009
Eté
Automne
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Ces résultats montrent que les HEs d’O. majorana sont caractérisées par le méme aspect
liquide limpide en Algérie et au Maroc ; une couleur différente entre les HEs des divers pays :
du jaune claire ou incolore a jaune foncé ; une odeur douce, chaude et aromatique et un gout
amer piquant ; le pH de 'HE est acide et varie de 4.25 a 6. La densité de cette HE est
variable de 0.66 a 1,050.

3. Composition chimique de I’huile essentielle d’Origanum majorana:
3.1. Origanum majorana d’Algérie

L’analyse par la chromatographie en phase gazeuse couplée a spectrométrie de masse
(GC/MYS) de I’huile essentielle d’Origanum majorana, collectée de la région de Ben Allal (W.
Ain Defla), a montré que les principaux constituants de cette HE sont : 4-Terpinéol (13.9%),
Terpinoléne (9.4%), a —Terpinéne (8.8%), Sabinene (5.1%) et y—Terpinéne (4. 8%) (Ahmed
abd el Malek et Yagoubi., 2017).

L’examen du profil chromatographique par GC-FID de I’huile essentielle d’O.
majorana L. d’El Oued (Algérie), a fait dévoiler 15 constituants dont les molécules identifiées
sont : bornéol (15,50 %), Eucalyptol (11.33%), a-terpinéne (2.6%) et 3-carene (1.77%)
(Chenna et al., 2018).

L’analyse par GC/SM de I’'HE d’0O. majorana récoltée au mois de juillet a EI-Oued a
révélé que les principaux composeés présentés dans I'huile 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%), alpha.-phellandrene
(1.80%), 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%) (Bernaoui et
Louetri., 2018).

D’aprées ces études, nous remarquons que la composition chimique de I’huile essentielle
de la méme plante (O. majorana) d’Algérie est différente d’une région a une autre. Dans la
région d’El Oued le bornéol (15.50%) est le composée majoritaire (Chenna et al., 2018),
tandis que Bernaoui et al., (2018) ont montré que le composé majoritaire est Naphthalene,
1,1'-(1,10-decanediyl) bis (22,22%), cependant dans la région de Ben Allal le 4-terpinéol

(13.94%) était le composé majoritaire.
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3.2. Origanum majorana de Maroc

L’analyse chromatographique des HE d’O.majorana du Maroc a permis d’identifier 13
constituants représentant environ 77% de I’HE. En effet, les composés majoritaires obtenus
sont: trans-Sabinéne hydrate (26,64%), Terpinén-4-ol (17,08%) et O-Cymeéne (6,29%) (El
Idriss, 2014). Tandis que selon un autre travail au Maroc, les principaux constituants de I'O.
majorana obtenues par distillation a la vapeur étaient le linalol (32,68%) et le terpinéne-4-ol
(32,30%) (Charai et al., 1996).

3.3. Origanum majorana de Tunisie

Les résultats de l'analyse des constituants volatils de I'HE d’O. majorana Tunisien ont
révélé la présence de 24 constituants. Les principaux composants étaient le terpinen-4- ol
(23,2%), I'hydrate de cis-sabinéne (17,5%), le a-terpinene (10,5%), p-cymene (9%), l'a-
terpineol (5, 6%), a-terpinéne (4,7%) et I’hydrate de trans-sabinéne (4,0%) (Hajlaoui et al.,
2016).

3.4. Composition chimique de ’HE d’Origanum majorana dans divers pays du monde

La composition de I'HE d’O. majorana a été largement étudiée dans différents pays a

travers le monde. Les principaux composants de I'HE sont présentés dans le tableau V.

Tableau V. Les principaux constituants de ’HE d'O. majorana de divers pays.

Teneur (%)
Constituants Turquie | Egypte | Iran Venezuela | Brésil | Colombie | Canada
Linalool 38.38 4 / 3,8 4.4 1.0 231
thymol 26.11 31 13.54 / / 10.0 /
y-terpinene 11.63 13 3.11 7,2 8.5 14.0 /
p-Cymene 6.38 2 6.78 2.4 7.0 3.1 1.97
terpinen4-ol 2.98 31 / 28.8 20.4 | 6.0 38.3
cis-sabinene hydrate |/ 16 / 30,2 / 2.6 1.1
a-terpinene 2.85 6 0.09 3. 4.6 5.2 12.5
Sabinene 0.21 6 / 1.4 6.7 4.3 0.69
carvacrol / / 57.86 |/ / 3.7 /
trans-caryophylléne 0.84 / 11.52 0.6 / 1.0 /
a-terpinéol / 3 / 6.9 4.7 1.8 6.9
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trans-sabinene hydrate |/ 4 / 4,4% 2.3 14.5 /
Références Semiz et | Sedlalik |Partovi Ramos et | Waller | Betancourt | Kahouli,
al.,, 2018 |ovaet |etal, al., 2011 etal., |etal., 2012 2010
al., 2017|2018 2016

Le profil chimique de I’huile essenticlle d’O. majorana est différent entre les divers
pays du monde. La composition de I’'HE d’O. majorana collectée au sud de la Turquie a
permis d’identifier plus de 97% des constituants. Les principaux composants sont : linalool
(38.38%), thymol (26.11%), y-terpinene (11.63%) et p-Cymene (6.38%) (Semiz et al., 2018).
La composition chimique de 'HE de la marjolaine d’origine égyptienne a montré que le
terpinend-ol (31%) était le principal composé, suivi du cis-sabinene hydrate (16%), y-
terpinene (13%), a-terpinene (6%) et sabinene (6%) (Sedlalikova et al., 2017). Tandis que
dans I’huile essentielle d’O. majorana d’Iran, 17 constituants sont identifiés. Les cOmposés
majoritaires sont : carvacrol (57.86%), thymol (13.54%), trans-caryophylléne (11.52%) et p-
cymene (6.78%) (Partovi et al., 2018). Selon les études de Ramos et al., (2011), les
principaux constituants de I’'HE d’O. majorana du Venezuela sont: I'hydrate de cis-sabinene
(30,2%), terpinéne-4-ol (28,8%), y-terpinéne (7,2%), a-terpinéol (6,9%), I'hydrate de trans-
sabinéne (4,4% ), acétate de linalol (3,8%) et ’a-terpinene (3,6%). Une autre étude a montré
que le composé majoritaire d’O. majorana de Colombie est le trans-sabinene hydrates
(14.5%), suivi de y-terpinene (14.0%), thymol (10.0%), terpinen 4-ol (6%) et carvacrol (3.7%)
(Betancourt et al., 2012). Cependant, dans les huiles essenticlles d’O. majorana acquis
commercialement a Sdo Paulo au Brésil, 22 composés ont été identifiés, le 1.8-cinéole était le
principal composé (20.9%), suivie du 4-terpinéol (20.4%) et du y-terpinene (8.5%), p-cymene
(7.0%) et sabinene (6.7%) (Waller et al., 2016).
Une analyse par GC/MS et GC/FID de I’huile essenticlle de la méme plante, réalisée au
Canada, a montré que les principaux composants de 1’huile sont le terpinén-4-ol (38,3%), I’a-
terpinéne (12,5%), 1' a-terpineol (6,9%) et I’acétate de myrcényl a raison de 4,5%. De plus,
I'hydrate-cis-sabinene (1,1%), du spathulénol (1,13%), du p-cis-menth-2-en-l-ol (1,62%), du
p-cymeéne (1,97%), du linalool (2,31%), du terpinoléne (2,88%), du B-phellandréne(2,18%) et
de l'a-phellandréne (2,12%) (kahouli, 2010).
L'analyse de ’'HE d’O. majorana collectée a Macapa au Breésil a montré que les principaux
composants obtenus sont la pulégone (57,05%), des autres constituants verbénone (16,92%),
trans-p-menthan-2-one (8.57%),
(2,35%) et isopulégol (1,47%) (Chaves et al., 2020).

iso-menthone (5.58%), pipéritone (2,83%), 3-octanol
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Les différences de la composition chimique des HEs d'Origanum peuvent étre liées a
différentes conditions environnementales et climatiques, a la période de récolte, aux origines
génétiques des plantes, des phases végétatives, des méthodes d'extraction et de quantification,
des conditions de séchage et la partie de la plante analysée (Semiz et al., 2018; Hajlaoui et
al., 2016).

4. Activité biologique de I'huile essentielle d’Origanum majorana :

4.1. Activité antimicrobienne :

Selon I’étude de Charai et al., (1996) sur Dactivité antimicrobienne des huiles
essentielles, la plante entiére séchée et son extrait aqueux de feuilles d'O. majorana du Maroc
par la détermination de la concentration minimale inhibitrice. Les resultats montrent que
I'huile a inhibé totalement les bactéries lactiques et les levures et était plus active que l'extrait
d'eau et la plante. Guerra-Boone et al., (2015) ont trouvé que I’huile d’O. majorana, cultivée
dans le Nord-Est du Mexique, testée contre six souches fongiques et deux souches
bactériennes qui provoquent des infections de la peau est hautement bioactive contre les
dermatophytes testees, et légerement active contre Staphylococcus aureus et Streptococcus
pyogenes qui étaient plus sensibles aux huiles que les bactéries examinées avec des valeurs
minimales de concenration inhibitrice (CMI) variable entre 125 et 250 pug / mL. Deans et al.,
(1990) ont étudié O. majorana distillée a la vapeur pour évaluer les activités antibactériennes
et antifongiques sur 25 bactéries et 5 especes fongiques comprenant des bactéries
d'intoxication alimentaire et des champignons et des agents pathogénes animaux et végétaux
qui causent des mycotoxines. L'huile a exercé de grands pouvoirs inhibiteurs contre de
nombreuses bactéries et Staphylococcus aureus, qui provogue une intoxication alimentaire, a
été la moins affectée. Les organismes les plus sensibles sont Beneckea natriegens, Erwinia
carotovora et Moraxella sp. Parmi les champignons testés, Aspergillus niger s'est révélé étre

le plus sensible a I'huile de marjolaine.

4.2. Activité antibactérienne :

L’étude de lactivité antimicrobienne de I'origanum a fait I’objet de plusieurs
recherches a raison de la composition chimique différente de ses huiles essentielles. L’étude
de T’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Origanum majorana de la région d’El
Oued (Algérie) par la méthode de puits sur six souches bactériennes (E. coli, Pseudomonas

aeruginosa, Klebcilla pneumona, Enterococus faecalis et Salmonella enteric, Bacillus
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cereus), montrent que cette huile possedent des activités antibactériennes importantes vis-a-
vis de la plupart des souches testées avec des zones d'inhibition intéressantes. Pseudomonas
aeruginosa et Enterococus faecalis étaient les souches les plus sensibles aux cette HE avec
des zones d'inhibition de 15 mm. E. coli et Klebcilla pneumonia sont sensibles aux HES pures
et gentamicine avec des diametres d'inhibition de 13 mm et 10 mm respectivement, mais les
souches Klebcilla pneumonia sont non sensibles aux dilutions (1/2 ; 1/4 ; 1/8); Salmonella
enteritidis était sensibles aux HE avec une zone d'inhibition de 11 mm (Bernaoui et Louetri.,
2018). D’apres les travaux de Chenna et al., (2018) relatifs a ’activité antibactérienne de
I’huiles d’O. majorana originaire d’El Oued (Algérie) sur différentes souches bactériennes,
Gram positif : (Bacillus subtilis et les Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa et E.coli,
réalisé par la méthode de ’aromatogramme, les résultats obtenus révélent que cette huile et
ses différentes concentrations témoigne d'une forte activité antibactérienne vis-a-vis des 3
souches testées. Cette activité inhibitrice était plus importante avec les bactéries Gram-
surtout Pseudomonas aeruginosa avec un diamétre d’inhibition (0,46+£0,23cm), la
concentration 1/4 de I’HE avec E. coli a donné un meilleur résultat avec un diametre
d’inhibition de 0,50+0,35c¢cm. Aussi, contre Bacillus subtilis avec des zones d’inhibitions qui
sont 0,40+0,10cm. Sedlalikova et al., (2017) ont etudié également l'activité antimicrobienne
de 'HE d’0O. majorana d’Egypte par la méthode de diffusion sur gélose, et les résultats
montrent que cette HE posséde une activité antibactérienne contre les bacteries et les
champignons sélectionnés. Les bactéries les plus sensibles étaient les Gram négatifs (E. coli,
Salmonella typhimurium) avec des zones d’inhibition de 28.0 + 3.0 de S. typhimurium et 33.5
+ 0.7 pour E. coli. Une autre étude, utilisant la méthode de diffusion par disque, a montré un
effet antimicrobien remarquable des HEs d’O. majorana d’Iran contre les bactéries d'origine
alimentaire. Les zones d'inhibition de I’HE étaient supérieures a 12 mm par rapport a toutes
les bacteéries testées. En outre, la bactérie la plus sensible aux HE était B. subtilis par contre la

moins sensible était S. typhimurium (Partovi et al., 2018).

Selon Hussain et al., (2011), les huiles essentielles d'O. majorana du Pakistan testées
contre des souches bactériennes pathogenes: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, B.
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella poona, Escherichia coli et E. coli résistant a
I'ampicilline présentaient une activité antimicrobienne contre toutes les souches bactériennes
testées selon la méthode de diffusion de disque et par le test de microtitre de resazurin, avec
des grandes zones d’inhibition (16,5-27,0 mm) et des valeurs de CMI plus petites (40,9-
1250,3 pg/mL) par rapport aux souches bactériennes d’essai.
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Dans I’étude de l'activité antibactérienne de I'huile d’O. majorana du Venezuela par la
meéthode de diffusion sur gélose, Ramos et al., (2011) indiquent que les HEs d'O. majorana
étaient actives contre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli et
Klebsiella pneumoniae avec des zones d'inhibition 16, 12, 15 et 13 mm respectivement.
L'activité antibactérienne des fractions obtenues par chromatographie sur colonne seche a
également été testée. Ils ont constaté que la fraction riche en hydrate de cis-sabinene était
plus active que celle riche en terpinene-4-ol. Ils concluent que dans I’HE d'Origanum
majorana, I'hydrate de cis-sabinene est le composé le plus important responsable de
I'inhibition de la croissance bactérienne.

Dans une autre étude, 'expression des résultats de I’activité antibactérienne de 'huile
I’0. majorana aux différentes concentrations effectuée par la détermination de la CMI par la
méthode de dilution Ahmed Abd el Malek et Yagoubi., (2017), a montré que cette HE
présente une activité antibactérienne sur Staphylococus aureus et Pseudomonas aeruginosa,
mais elle était négative contre Escherichia coli. La détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et concentration bactéricide minimale (CMB) de 1’huile
Essentielle d’Origanum majorana contre les bactéries d'origine alimentaire a montré que cette
huile possede un effet bactericide plus fort. La valeur de la CMI était de 0,1% contre toutes
les bacteries a I'exception de celle contre B. Subtilis (0,3%). Les valeurs des CMB variaient de
0,3% a 0,5%, et la plus élevée a été observée contre E. coli (Partovi et al., 2018).

Le test de I’activité antimicrobienne de I'HE des feuilles seches d'O. majorana L. de
Macapa au Bresil est effectué in vitro contre deux bactéries Gram-négatives (P. aeruginosa et
E. coli) et une bactérie Gram-positive (S. aureus) a montré que les bactéries Gram+ étaient
plus sensibles celle Gram- qui était résistante a toutes les concentrations (Chaves et al.,
2020).

4.3. Activité antifongique :

D’apres Lakhrissi et al., (2016), les résultats expérimentaux de la détermination du
pouvoir antifongique par la méthode de diffusion sur gélose sabouraud montrent que I’huile
essentielle d’O. majorana de Maroc a une tres bonne activité contre la souche Candida
albicans. Cette huile a donné 18 mm comme zone d'inhibition. Une autre étude est réalisée
par Prakash et al., (2012) sur le potentiel des huiles essentielles végétales en tant que
conservateurs alimentaires en raison de leur efficacité antifongique. L’huile essentielle d’O.
majorana indienne s’est révélée plus efficace que certains conservateurs organiques courants,

car ils inhibaient la croissance et la sécrétion d'aflatoxine de la souche aflatoxigene
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Aspergillus flavus (LHP-6) a des concentrations plus faibles. La concentration minimale
inhibitrice de ’HE contre la souche toxigéne d'A. Flavus variait entre 2,0 - 3,0 ul/ml. En
outre, ’'HE a présenté¢ un large spectre fongitoxique contre neuf moisissures d'origine
alimentaire. Les résultats de ces différentes études de l'activité antimicrobienne de ces régions
ont confirmé que I’'HE d’O.majorana manifeste des caractéristiques antimicrobiennes et
antifongiques trés intéressantes contre les souches testées, avec des diameétres d’inhibition

variable selon les souches bactériennes et fongiques testés et la concentration en HE.
4.4. Activité antioxydante :

Les résultats de 1’étude de I’activité antioxydante par le test du DPPH a montré que
L’HE de 1I’0O. majorana a une forte activité antioxydante avec I1Csp = 30mg/ml, en
comparaison avec celles de I’acide ascorbique qui a affiché une activité anti-radiculaire
élevée (Ahmed Abd el Malek et Yagoubi., 2017). Selon les résultats obtenus par Bernaoui et
Louetri., (2018) les HEs d’Origanum majorana exercent une activité antioxydante faible
avec un I1Csg = 6800ug/ml, qui reste moindre par rapport a I’antioxydant synthétique : la
vitamine C avec IC50 =30 pg/ml. Dans une autre étude, Hussain et al., (2011) ont évalué
l'activité antioxydante de 'HE d’°O. majorana a travers plusieurs tests in vitro. lls ont montré
que, en utilisant le test du DPPH, l'huile essentielle testée a montré une forte activité de
piégeage des radicaux avec un fort pouvoir antioxydant et 1Cso = 89.2 pg/ml, qui était
inférieure a celle du témoin positif le BHT. L’HE d’O. majorana représentait également une
inhibition de lI'oxydation de I'acide linoléique de 72.8%, qui était légerement inférieure a celle
du témoin positif BHT (90,9%). Cette huile a montré une activité antioxydante plus élevée
que le témoin par le blanchiment du B-carotene dans le test du systeme d'acide linoléigue.
Cependant, Guerra-Boone et al., (2015) ont rapporté que I’activité antioxydante de 1’huile
essentielle étudiée dans le nord—est du Mexique était faible, avec des valeurs de concentration
efficace (ICso) <250 pg / mL. Les résultats de Hajlaoui et al., (2016) sur lactivité
antioxydante a l'aide de quatre méthodes colorimétriques complémentaires, a savoir le DPPH,
I'activité d'extinction des superoxydes, le pouvoir réducteur et les dosages de js-caroténe, ont
montré que I'huile essentielle d'O. majorana tunisienne présentait une activité antioxydante
élevée, en particulier en termes de pouvoir réducteur et de blanchiment au p-carotene,
induisant des valeurs ICsp supérieures a 1’étalon de référence le BHT. L’effet antioxydant de

I’huile essentielle d’Origanum majorana d’Egypte a été évalué par Mossa et al., (2011).
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Les résultats obtenus ont montré que I’HE a présenté des effets inhibiteurs dépendant de
la concentration du DPPH, le radical hydroxyle, le peroxyde d’hydrogene, le pouvoir
réducteur et la peroxydation lipidique avec des valeurs ICso de 58.67, 67.11, 91.25, 78.67 et
68.75 pg/ml respectivement.

L’activité antioxydante de I'HE d’O. majorana de Macapa au Brésil, par la méthode de
capture de radicaux DPPH, a montré que l'huile essentielle n'a pas présenté d'activité
antioxydante. Les concentrations d'HE obtenues ICso = 16,83 pg/mL comparées a l'acide
ascorbique qui a montré un I1Cso = 16,71 ug/mL (Chaves et al., 2020). Par ailleurs, dans
I’étude de Semiz et al., (2018) sur l'activité antioxydante des extraits d'O. majorana
déterminée in vitro par le réactif DPPH, les résultats montrent que cette huile possede un
pouvoir antioxydant et une capacité a éliminer les radicaux libres avec 1Cso = 46,78%. Les
résultats de 1’étude de I’activité antioxydante de I’HE d’O. majorana sont présentés dans le
tableau VI.

Tableau VI. Activité antioxydante des huiles essentielles d'O. majorana.

Méthode IC50 Résultat Région Réference
DPPH 6800(ug/ml) Faible activité El-Oued Bernaoui et
antioxydante (Algérie) Louetri., 2018
DPPH 30 (mg/ml) Forte activité Ben Allel | Ahmed abd el
antioxydante (Algérie) Malek et al.,
g 2017
DPPH >250 pg/mL Faible activité | Mexique Guerra-Boone
: et al., 2015
antioxydante
DPPH 89.2 pg/ml Forte activité de
piégeage des . Haussain et al.,
radicaux Pakistan 2011
Systéme d’acide | - 72% d’nhibition
linoléique de ’oxydation de
I’acide linoléique
Blanchiment du | - Faible taux
X d’épuisement de
[-carotene
la couleur
DPPH 62.66 + 2.08a Faible activité de | Tunisie Hajlaoui et al.,
mg mll piégeage des 2016
radicaux DPPH
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Activité 1.66 £ 0.76a Puissante activité
d'extinction mg mil antioxydante.
superoxyde
pouvoir 2.5+0.28b mg | Neuf fois plus
réducteur mll faible que le BHT
Blanchiment du | 12.83 £1.04b | Six fois inférieure
B-caroténe mg mil a l'antioxydant
standard BHT
DPPH 58.67ug/ml Un potentiel Egypt Mossa et al.,
- significatif pour 2011
hL%:g?(IClaI(OH) 67.11pg/ml etre utilisé comme
yaroxy antioxydant
naturel.
Le peroxyde 91.25ug.mL y
d’hydrogene(H2
02)
Le pouvoir 78.67ug.mL
réducteur
Peroxydation 68.75ug.mL
lipidique
DPPH 16,83 Manque d’activité | Brésil Chaves et al.,
ug/mL antioxydante. 2020
DPPH 46.78 ug/ml ont un pouvoir Turquie Semizet al.,
antioxydant 2018

L’activité antioxydante dépend de la composition chimique notamment des huiles

essentielle : le carvacrol, thymol et le linalol qui sont les composés connus pour posséder de

fortes propriétés antioxydantes (Semiz et al., 2018).

Parmi ces différentes études, I’huile essenticlle d’O. majorana de la région de Ben Allel

(Algerie) est le plus actif avec un 1Cso = 30 mg/ml.
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Chapitre 1. Matériel et méthodes

Introduction

Le présent travail a pour objectifs I'extraction, la récupération des huiles essentielles
(HEs) a partir d'Origanum majorana, leur caractérisation et 1’évaluation de leurs activités

biologiques vis a vis de certains agents pathogeénes.
Notre travail se subdivise en trois parties :

L'extraction des huiles essentielles de la plante d'origan (Origanum majorana),
La détermination de la composition chimique des HEs extraites et de leurs caractéristiques
physico-chimiques,

Et I'évaluation de I’activité biologique des HES extraites.

Notre étude était prévue pour une période de trois mois a partir du mois de mars 2020
pour étudier une espéce botanique d'origan dans les laboratoires de microbiologie du
département de biologie et biologie végétale du département de d'agronomie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Terre de I'Université Djilali Bounaama a Khemis Miliana, et au
laboratoire d’analyses médicale privé. Mais en raison des conditions que traverse le monde,

I'épidémie de Corona Virus, nous n'avons pas pu réaliser ces expériences.

. Matériel

1. Matériel végétal

L’espéce étudiée, classée selon la systématique de Ietswaart et identifiée comme étant :

Origanum majorana.

Nous avons étudiée une plante médicinale aromatique appartient a la famille des
Lamiacées: O. majorana. Les parties aériennes (tiges et feuilles) de la plante ont été récoltée a
Khemis Miliana (W. Ain Defla) en mars 2020. Elles sont pesées puis nettoyées et
débarrassées de la poussiere et d’autres impuretés, ensuite elles sont étalées sur du papier et
séchées a laire libre, a 'ombre et a 1'abri de 'humidité, a une température ambiante pendant

un mois afin de préserver au maximum I’intégrité de ses molécules bioactives.
2. Matériel biologique

Les activités antibactériennes de I’HE d'O. majorana sont généralement testées sur

plusieurs souches bactériennes, a savoir: Escherichia coli (Gram-), Pseudomonas aeruginosa
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(Gram-), Staphylococcus aureus (Gram +). L’activité antibuée est également évaluée sur la

levure : Candida albicans
3. Matériel de laboratoire

e Appareillage : Pour la réalisation de I’extraction des HEs de la plante étudiée, et pour

les tests biologiques, plusieurs outils et appareils sont utilisés :
- Hydrodistillateur de type Clevenger pour ’extraction des huiles essentielles,
- Balance pour peser la matiére végétale
- Eppendorf utilisés pour la conservation des huiles essentielles
- Ballon a fond rond, - Becher, - Erlenmeyer, - Fiole jaugee
-Micropipette pour un pipetage de précision des huiles essentielles
-Bec bunsen - boites pétri - Autoclave - Etuve.
e Réactifs chimiques et solvants :

-Meéthanol.

-DPPH diphénylpicryl f hydroxyle.
-Ether d’éthylique.

-Sulfate de sodium anhydre.

- Diméthyl Sulfoxide.

e Milieux de culture : Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests
antimicrobiens afin d'évaluer l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle d'Origanum

majorana sont les suivants:
Pour les souches bactériennes nous utiliserons :
- La gélose nutritive (GN); - La gélose Mueller Hinton (MH)

Et pour les souches fongiques: - La gélose Sabouraud.
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1. Méthodes

1. Extraction des huiles essentielles

Le procédé d’obtention des HE a un effet décisif sur sa composition chimique En effet,
I’extraction est présentée comme un procédé de séparation par lequel un matériau peut étre

traité par différentes méthodes (Chikhoune, 2007; Hameurlaine et Gherraf., 2009).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour I'extraction des huiles végétales, cette diversité
est due a la variété des matériaux et a la sensibilité de leurs certains constituants. Le choix de
la méthode la plus appropriée est basé sur la nature de la matiere premiere végétale a traiter,
son état originel et ses caractéristiques et les caractéristiques physico-chimiques d’huiles a
extraire, enrichissement ou appauvrissement en certains constituants et leur utilisation
(Desmares et al, 2008). Parmi ces méthodes: I’hydrodistillation, I’entrainement a la vapeur
de I’eau, les micro-ondes, I’extraction par des solvants organiqueet autres : enfleurage,

extraction par fluide supercritique (Hameurlaine et Gherraf., 2009; Hussain, 2009).

L'hydrodistillation ou distillation a la vapeur sont les méthodes physiques les plus

largement utilisées pour isoler les huiles essentielles du matériel végétal (Hussain, 2009).
1.1. Hydrodistillation.

L'hydrodistillation est la méthode standardisée pour I'extraction des huiles essentielles et

pouvoir les séparer a 1’état pur mais aussi de fournir de meilleurs rendements (Chikhoune,

2007).
Principe

L’hydrodistillation est la méthode la plus simple dans son principe et son appareillage et
la plus anciennement utilisée pour extraire les composés volatils des plantes. Elle est basée sur
la puissance de la vapeur d'eau pour transporter I'HE. Cette opération consiste a introduire une
quantité de matériel végétale directement dans un ballon en verre contenant une quantité
suffisante d’eau distillée. Le mélange est porté a ébullition a ’aide d’un chauffe-ballon.
Durant le passage de la vapeur a travers le matériel végétal, les cellules éclatent et liberent
I’huile essentielle qui est évaporée sous l’action de la chaleur pour former un mélange
eau/HE. La vapeur chargée d’huile essentielle passe a travers le tube vertical, puis a travers le
réfrigérant (condensateur) ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites

s’accumulent dans le tube rempli d’eau distillée. L'HE est séparée de I'hydrolat par différence
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de densité car l'huile essentielle est plus légeére que l'eau. L’HE obtenue est récupérée puis
conservées dans des flacons opaques bien scellés a 1’abri de la lumiére et a une température de
4 36 °C (figure.5). (Bouchekrit, 2018 ; Piochon, 2008).

Eau ﬁ l I i
“ 1] Réfrigérant
\ ——
'
Condensation de
la vapeur

Eau -

== -

bl

2

o

‘ Huile essentielle

Ballon (eau +
matiére végétale)

Chauffe ballon

Figure 5. Appareillage d'extraction par hydrodistillation type clevenger (Bouchekrit, 2018)

Mode opératoire

L’extraction des huiles essentielles est réalisée a ’aide d’un appareil de type Clevenger
ou:
-100 g des parties aériennes (feuilles et fleures) de l‘espece étudiée, est introduite dans un
ballon de 2L rempli d’eau jusqu’aux 2/3 de sa capacité. Ce dernier est ensuite mis & ébullition
pendant 3 heures.

-La vapeur chargée de produits volatils se condense au contact d’un réfrigérant.

- Le condensat est recueilli dans une ampoule a décanter ou s’effectue la séparation des deux
phases non miscibles : phase aqueuse et phase organique, cette derniére constitue I’'HE qui

sera traitée avec du sulfate de sodium anhydre pour éliminer toutes traces d’eau.

- L’HE est séparée du sulfate de sodium par filtration sur de la laine de verre et conservée a

une température de réfrigération en vue de son analyse.
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1.2. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est 'une des méthodes officielles d’obtention des
huiles essentielles a partir de plantes aromatiques. A la différence de ’hydrodistillation, cette
technique ne met pas en contact direct I’eau et la matiére végétale a traiter (figure.6). La
vapeur d’eau fournie par une chaudicre traverse la matiére végétale située au dessus d’une
grille. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libérent
I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur pour former un mélange « eau
+ huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et 1’essencier avant
d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique : I’huile essentielle. (Hameurlaine

et Gherraf., 2009).

Condenseur

Huile essentielle

Colonne de distillation =

Matérie]l végétal — N | B Eau

Vapeur

Plaque chauffante —

Figure 6. Extraction par entrainement a la vapeur (Mnayer, 2014)
Mode opératoire

Selon la méthode utilisée par Semiz et al., 2018, les parties séchées a l'air de I'espéce
Origanum ont été soumises a une distillation a la vapeur pendant 4 h a l'aide d'un appareil
Clevenger pour obtenir de I'huile essentielle. L'huile essentielle extraire est séchée dans du
sulfate de sodium anhydre et apres filtration elle est conservée dans un flacon sombre scellé a

4°C jusqu'a l'analyse.
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2 - Détermination du taux d"humidité

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans le végétal frais (Taleb-Toudert,

2015), il est exprimé en (%) et calculé par la formule suivante:
H% = (P1-P2 /P1) x 100
H%: Taux d’humidité en %
P1: Poids de la plante fraiche ()

P2: Poids de la plante aprés séchage (g)

Afin de déterminer la teneur en eau du matériel végétal, un échantillon de 100g de
matériel végétal fraichement récolté est porté au séchage a I’air libre pendant 15 jours. Aprés
le séchage, 1’¢chantillon est pesé jusqu’a ce que son poids devienne stable, on calcule le
pourcentage d'eau contenue dans la plante (Labiod, 2016).

3 - Calcul du rendement en huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle est définit comme étant le rapport entre la masse de
I’huile extraite et le poids de la plante utilisée, exprimé en pourcentage (Toure, 2015). Il est

estimé en fonction de la matiere végétale seche selon la formule suivante :
RHE (0/0) = (mHE/ m MVS) x 100
Ou Rue: Rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage %.
Mue: Masse de I'huile essentielle en gramme.
mmvs: Masse de la matiére végétale séche en gramme.

4- Cinétique d’extraction de I’huile essentielle

La cinétique est ’évaluation de la quantité d’HE extraite par hydrodistillation d’une
masse de végétal en fonction du temps. L’étude de la cinétique d'extraction est effectuée par
la réalisation des prélevements horaires a des intervalles réguliers sur les phases aqueuses et
organiques durant I’hydrodistillation pour en récupérer des quantités significatives. Les
essences sont extraites avec un solvant organique (éther d’éthylique) (Talab-toudert, 2015 ;

Boukhatem et al., 2010). Le but cette étude est de déterminer le moyen qui permet d’obtenir les
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rendements les plus intéressants (Chikhoune, 2007).

5. Analyses des huiles essentielles extraites :
L’analyse et la caractérisation d’une huile essentielle consiste a:
- Controler et vérifier ses caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur,
saveur);

- Déterminer ses caracteres physico-chimiques (densité, indice de réfraction...);

- Obtenir son profil chromatographique et identifier ses différents constituants.
5.1. Détermination des caractéristiques des huiles essentielles

Les propriétés organoleptiques et physico-chimiques des huiles essentielles constituent

un moyen de Vérification et de contrdle de la qualité de ces HE (Boukhatem et al., 2010).

5.1.1. Propriétés organoleptiques d’huiles essentielles

La premiére étape aprés l’extraction des huiles essentielles est la vérification et
I’appréciation des caractéristiques organoleptiques de I’huile: couleur, odeur, aspect, viscosité

etc... (Poirot, 2016).

La détermination des différentes propriétés organoleptiques de 1’huile essentielle d’O.
majorana sont observeées et évaluées sur la base de la méthode sensorielle impliquant la vision
et 'odorat (Likibi, et al., 2019).

5.1.2. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

La connaissance des indices physico-chimiques des HEs est importante puisqu'elle

permet la caractérisation et l'identification de cette huile extraite.
5.1.2.1. Propriétés physiques
% Ladensité

La densité relative a 20°C de I’huile essentielle est le rapport de la masse d’un certain
volume de I’huile a 20°C et la masse d’un méme volume d’eau distillée a 20°C (Mohamdi,
2006). Elle est évaluée a ’aide d’un pycnometre selon la norme NF ISO 279 (Poirot, 2016) et

est calculée a partir de la formule suivante :

D= (m2 -—m0) /(m1—mO0)
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D2o : densité relative a 20°C.

mO : la masse en gramme du pycnomeétre vide,

m1 : la masse en gramme du pycnométre rempli d’eau distillée,

m2 : la masse en gramme du pycnométre rempli d’huile (Seddik, 2010).

La mesure de la densité consiste a peser successivement des volumes égaux d'huile essentielle

et d’eau a la température de 20 °C a I’aide d’un pycnometre (Kholkhal, 2014).

«+  L’indice de réfraction:

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon
lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans ’HE maintenue a une
température constante (Boukhatem et al., 2010). Il permet de mesurer le pouvoir réfringent
des huiles a 20°C par rapport a la raie «D» du sodium (A=589 nm) d’ou la notation n,'
(Seddik, 2010).

Rayon d’incidence

Sin i

t_
nl_

Sinr

Rayon réfracté

La mesure de I’indice de réfraction est effectuer a ’aide d’un réfractomeétre, elle consiste
a mettre deux (2) a trois (3) gouttes d’huile essentielle sur le prisme du réfractometre. On
regarde dans ’oculaire en tournant le bouton de réglage jusqu’a ce que la ligne de séparation
de la zone claire et de la zone sombre soit au centre du réticule. On lit la valeur de I’indice de

réfraction de 1’huile essentielle sur 1’échelle de lecture.

L’indice est donné par lecture sur le réfractométre a la température T a laquelle la lecture est

effectuée. Celui-ci est ramené a 20°C selon la formule suivante (Likibi et al., 2019) :
n20 = nT+ 0,00045(T-20)

Avec T : température a la lecture est effectuée.
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% Mesure du pH
Cette mesure est effectuée a ’aide d’un pH-meétre (Boukhatem et al., 2010).
5.1.2.2. Propriétés chimiques

Les différentes analyses chimiques compléteront les résultats obtenus par analyse
physique pour certifier la qualité de I'HE testée (Poirot, 2016 ).

« L’indice d’acide

C’est le nombre de mg de potasse KOH nécessaire pour neutraliser les acides libres
contenus dans 1g d’huile essentielle. Les acides libres sont neutralisés par une solution EtOH
titrée de KOH (Boukhatem et al., 2010 ). Cet indice permet de vérifier la qualité d’une HE,
notamment la détérioration et le vieillissement de ce dernier pendant le stockage (Likibi et
al., 2019). L’indice d’acide est donné par la formule suivante (Taleb-Toudert, 2015):

Ia=V xCx(56.11/ M)
Ou:
|a : Indice d’acide.
V : Volume de KOH utilisé (ml).
C : Concentration exacte, en moles par litre de la solution de KOH.
M : Masse de la prise d’essai.
Principe

La méthode pour déterminer I'indice d’acide consiste a placer 1 gramme d’huile
essentielle dans un erlenmeyer dans lequel 5 millilitres d’éthanol a 95% et 5 gouttes de
phénolphtaléine (indicateur coloré) sont ajoutés. Le mélange est chauffé dans un bain-marie
jusqu’a environ 65°C pendant 10 minutes. Apres refroidissement, il est titré avec une solution

d’hydroxyde de potassium (KOH) de concentration 0,1N a I’aide d’une burette, jusqu’a ce

que la solution vire au rose (Likibi et al., 2019).

«» L’indice d’ester :
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C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libérés par
I’hydrolyse des esters contenus dans 1g d’HE. L hydrolyse des esters présents dans I’'HE se
fait par chauffage, dans des conditions définies, en présence d’une solution EtOH titrée de
KOH et dosage en retour de I’excés d’alcali par une solution titrée d’HCI (Boukhatem et al.,
2010).

L’indice d’ester (1) est calculé par la relation (Seddik, 2010):

28,05
le= T (Vo-V1) -1y

Avec :

la : Iindice d’acide

Vo: Volume en mL de la solution d’HCI (0,5N) mesuré pour I’essai a blanc
V1 : Volume en mL de la solution d’HCI (0,5N) mesuré pour le calcul de Ie

m : Masse en g de la prise d’essai

Principe

Cette méthode est basée sur I’hydrolyse des esters par chauffage en présence d’une
solution éthanolique, titrée d’hydroxyde de potassium, et doser I’excés d’alcali par une
solution titrée. Elle consiste a mettre la solution résultante de 1’indice d’acide dans un ballon,
a ajouter 25 mL d’une solution d’hydroxyde de potassium a 0.5 mole/l, puis le réfrigérant est
conditionné, placé sur le chauffe-ballon et laissé chauffer pendant une heure. Il est laissé
refroidir puis démonter le réfrigérant et ajouter 20 millilitres d'eau et 5 gouttes d'une solution
de phénolphtaléine a 0,2%. L'exces d'’hydroxyde de potassium est titré avec une solution
d'acide chlorhydrique (0,5 mole / I); en méme temps, un test a blanc est réalisé dans les
mémes conditions en remplacant la solution obtenue a partir de l'indice d'acide par 5 mL
d'éthanol (Kholkhal, 2014).

% L’indice de saponification

L’indice de saponification est le nombre en milligrammes de potasse caustique (KOH),

nécessaire pour transformer en savon les acides gras et les triglycérides d’un gramme de corps
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gras. Le principe consiste a titrer I'excés d'hydroxyde de potassium en solution par l'acide
chlorhydrique (Seddik, 2010).

L'indice de saponification est donné par la formule :

N.(Vo - V)
(mg KOH / g d'H.E)

)
I

P

avec :

Vo : volume de la solution d’acide chlorhydrique en mL pour I'essai a blanc

V : volume de la solution d’acide chlorhydrique en mL utilisé pour la prise d'essai
N : normalité exacte de la solution d’acide chlorhydrique

P : poids en gramme de la prise d'essai (Seddik, 2010).

5.2. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles

Une connaissance parfaite de la composition chimique des huiles essentielles est pour
les différents secteurs de l'industrie pharmaceutique, alimentaire et cosmétique qui leur
permettent de contrdler leur qualité et de les valoriser. L’analyse des huiles essentielles et
I’identification des ses composants reste une étape importante et délicate qui nécessitant la
mise en ceuvre de diverses technique (Paolini, 2005). La chromatographie fait partie des tests
utilisés pour controler les huiles essentielles fréquemment utilisées pour séparer les
constituants des huiles essentielles. Elle est basée sur les différentes affinités des substances a
analyser par rapport a deux phases, l'une stationnaire, l'autre mobile. Selon la technique
chromatographique utilisée, la séparation des composants entrainés par la phase mobile
résulte soit de leurs adsorptions et de leurs desorptions successives sur la phase stationnaire,
soit de leurs différentes solubilités dans chaque phase et il en existe plusieurs techniques
(Bouchekrit, 2018).

5.2.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse est une technique courante utilisée dans l'analyse
des huiles essentielles, elle permet la séparation et 1’identification de composés volatils a
partir de mélanges tres complexes et d'obtenir une valeur approximative des concentrations
respectives, et effectue une analyse a la fois qualitative et quantitative des résultats a partir

d'un volume d'injection réduit, les temps de rétention peuvent donner des informations sur la
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nature des molécules et les aires des pics fournissent une estimation relativement quantitative
(Chikoune, 2007; Labiod, 2016 ; Hameurlaine et Gherraf., 2009). Cette technique
chromatographique permet I’individualisation des constituants et le calcul de leurs indices de
rétention (Ir), puis a les analyser par le couplage « en ligne » d’une technique
chromatographique, généralement la CPG, avec une technique d’identification spectrale.
L’identification est réalisée par comparaison des indices de rétention Ir et des données
spectrales (spectres de masse ou infrarouge) des constituants individualisés avec les
caracteéristiques de produits de référence dans des bibliothéques de spectres (Paolini, 2005).

Principe

La CPG est basée sur le partage de ’analyte entre une phase gazeuse mobile et une
phase (solide ou liquide) immobilisée a la surface d’un support inerte. L’échantillon est
vaporisé et injecté en téte de colonne. L’¢lution est assurée par un flux de gaz inerte qui sert
de phase mobile. Les constituants des mélanges appelés « solutés » sont inégalement retenus
par la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. A partir de ce phénomene appelé«
rétention », les solutés injectés se deplacent avec une vitesse inégale entre eux et inférieure a
celle de la phase mobile, ce qui les conduit a sortir de la colonne les uns apres les autres. Tout
d'abord, un signal dit de ligne de base est enregistré en présence du gaz vecteur seul, puis un

pic lorsque chaque soluté séparé passe (Chikhoune, 2007).
Mode opératoire

Selon la méthode décrite par Hussain et al., (2011) pour la détermination de la
composition des huiles essentielles, effectuée par chromatographie en phase gazeuse (GC), les
huiles essentielles sont analysées a l'aide d'un chromatographe en phase gazeuse Perkin-Elmer
modele 8700, comprenant un détecteur a ionisation de flamme (FID) et une colonne capillaire
HP-5MS (30 m x 0,25 mm, épaisseur de film 0,25 um) dont les conditions opératoires sont

les suivantes:

- gaze porteur: hélium avec un debit de 1,5 ml / min.
- température de l'injecteur et du détecteur: 220°C et 290 ° C respectivement.
- programmation de température du four a colonne: 80 °C a 220 °C a la vitesse de 4 °C / min.

-les températures initiale et finale ont été maintenues respectivement pendant 3 et 10 minutes.

- Un échantillon de 1,0 uL. d’HE est injecté, en utilisant le mode fente (rapport de division, 1:

100). Toutes les quantifications ont été effectuées par un programme intégré de traitement des
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données de l'équipement utilisé (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA). La composition est
rapportée en pourcentage relatif de la surface totale du pic.

5.2.2. La chromatographie en phase gazeuse couplée & la spectrométrie de masse
(CPG/SM)

La CPG couplée a la SM est la méthode de routine la plus courante utilisée pour
I'analyse des huiles essentielles, qui combine a la fois les performances de la chromatographie
en phase gazeuse, permettant l'identification d'un grand nombre de composants dans des
mélanges complexes. Dans la grande majorité des cas, il permet de connaitre la masse
moléculaire d'un composé et d'obtenir des informations structurales relatives a une molécule a
partir de sa fragmentation (Hameurlaine et Gherraf., 2009; Bouchekrit, 2018 ; Labiod,
2016).

Principe

Cette méthode consiste a transférer par le gaz vecteur (phase mobile) les composés
séparés par chromatographie en phase gazeuse dans le spectrometre de masse au niveau
duquel, ils seront fractionnés en ions de masse variables et ils vont étre distribués suivant leur
rapport masse/charge. Aprés séparation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux
charges électriques transportées. Finalement, Il'outil informatique enregistre les données
provenant du spectrométre de masse et les convertit en valeurs de masses et d'intensités de
pics puis en courant ionique total. Les spectres de masse ainsi obtenus sont ensuite comparés
avec ceux des produits de reférence contenus dans les bibliotheques informatisées disponibles

commerciales (Bouchekrit, 2018).
Mode opératoire

Selon Guerra-Boone et al., (2015), I'analyse GC-MS des huiles essentielles est réalisée
par un chromatographe en phase gazeuse Agilent Technologies 6890N (dimensions de la
colonne, 30 mx, 0,25 mm de diametre interne, épaisseur de film de 0,25 um) connecté a un
spectromeétre de masse sélectif 5973 INERT HP5MS, dont les conditions opératoires sont les
suivantes:

- La température de la source d'ionisation : 230 °C,
- La température du quadripdle : 150 °C
- La température de l'injecteur : 220 °C.

- La température du four GC est maintenue a 35°C pendant 9 min, puis augmentée de 3°C /
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min & 150 °C et maintenue pendant 10 min, augmentée de 10 °C / min a 250 °C et augmentée
de 3°C/ min a 270 °C et maintenu pendant 10 min.

- Le gaz porteur : hélium (pureté de 99,999%) avec débit du de 0,5 ml / min, et I'énergie
d'ionisation était de 70 eV.

Les échantillons sont injectés en mode sans division. Le volume d'injection est de 2 pi
d'une solution d'huile (2 mg / ml dans du chlorure de méthylene). Les spectres MS sont
acquis en mode balayage.

L'identification des composants de I'huile s'est faite par comparaison de leurs indices de
rétention aux n-alcanes Cs-Coo (Sigma-Aldrich) et par comparaison de leurs spectres MS avec
ceux de la bibliothéque et des données de référence de I’Institut National des Standards et
Technologie (NIST) des Etats-Unis.

6- Activites biologiques des huiles essentielles
6.1. Evaluation de I’activité antioxydante

L'oxydation est une réaction chimique qui transfere les électrons d'une substance a un
agent oxydant. Les radicaux libres produits par ces réactions d'oxydation, déclenchent des
réactions en chaine qui endommagent les cellules, et peuvent causer des dommages
fonctionnels au corps humain. Les antioxydants terminent ces reactions en chaine en
éliminant les intermédiaires de radicaux libres et inhibent d'autres réactions d'oxydation en

étant eux-mémes oxydeés (Wollinger et al., 2016; Donath, 2016).
6.1.1. Radicaux libres et le stress oxydatif

Les antioxydants végétaux sont trés importants car leur présence dans l'alimentation
humaine peut aider le corps a neutraliser les radicaux libres et a réduire les dommages de
stress oxydatifs. A l'inverse, les antioxydants synthétiques (comme le BHT, BHA et TBHQ)
ont des effets toxiques et cancérigenes sur les systémes humains et alimentaires (Hussain,
2009; Carovi¢-Stanko et al., 2016). Pour cette raison, l'utilisation d'extraits naturels de
plantes représente un potentiel inestimable pour la recherche de nouvelles substances comme
antioxydants naturels dans l'industrie alimentaire. Les huiles essentielles de plusieurs plantes
telles que I’origan, thym, cannelle, persil,...sont connues pour avoir divers degrés d'activités
antioxydantes. Certaines de ces HEs sont signalées a étre plus efficace que certains
antioxydants synthétiques. Ces effets antioxydants de ces huiles essentielles sont dus

principalement a la présence de groupes hydroxyles dans leur composition chimique, et est
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étroitement liée a tout le contenu phénol. Le thymol et le carvacrol sont deux des composés
les plus actifs (Wollinger et al., 2016; Hussain, 2009; Abou et Fareh., 2017; Ismaili et al.,
2017; Bouchekrit, 2018).

6.1.2. Antioxydants :

Les antioxydants sont des molécules capables qui peuvent inhiber ou retarder les
processus oxydatifs en interdisant I’initiation ou la propagation des réactions en chaine
oxydant en sacrifiant leurs propres électrons pour nourrir les radicaux libres et les rendent
inoffensifs et empéchent ces radicaux d’endommager les cellules saines sans de devenir eux
méme des radicaux libres. Ces antioxydants peuvent protéger le corps humain en retardent la
progression de nombreuses maladies chroniques. 1l peut également étre utilisé comme additif
alimentaire pour fournir une protection contre la dégradation par oxydation dans les aliments.
(Gulgin et al., 2010; Dontha, 2016)

6.1.3. Méthodes d’étude de I’activité des antioxydants

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation.
Plusieurs méthodes sont utilisées in vitro, pour 1’évaluation de I’activité antioxydante qui
peuvent étre divisées en 2 groupes: les méthodes basées sur le transfert d’un atome
d’hydrogeéne ou Hydrogen Atom Transfert (HAT) tels que: la méthode ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), TRAP (Total Reactive Antioxidant Potential) et les méthodes
basées sur le transfert d’un électron ou Single Electron Transfert (SET) notamment: méthode
du DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazil) considéré aussi comme méthode HAT, donc mixte,
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) et FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) (Popovici et al., 2010; Diallo, 2019).

L’essai de piégeage des radicaux 2,2-di (4-tert-octaphényl) -1-picrylhydrazyl (DPPH.)
est 'une des méthodes les plus couramment utilisées pour la détermination de l'activité

antioxydante des huiles essentielles et des extraits de plantes (Hussain, 2009).
6.1.3.1. Méthode de piégeage du radical libre DPPH :

Le test de piégeage des radicaux DPPH est une méthode colorimétrique, simple, rapide
et peu colteuse pour mesurer la capacité antioxydante des huiles en utilisant le radical libre
(DPPH) (2,2-Diphényl Picryl-Hydrazyl). Elle basée sur la capacité des antioxydantes a
donner un électron au radical synthétique DPPH* (2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl). Cette
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réduction se traduit par un changement de la couleur violette de la solution éthanolique de
DPPH vers une coloration jaunatre (Molyneux, 2004; Ramadan, 2010).

Le DPPH (1,1-diphényl -2- picrylhydrazyle) (Ci1gsH12NsOs ; M= 394,33g/mole) est un
radical libre stable, qui possede un électron célibataire sur I’atome d’azote, caractérisé par une
couleur violette et un pic d’absorption spectrale maximale a 517nm, couramment utilisé
comme substrat, pour évaluer l'activité antioxydante in vitro d'extraits de plantes médicinales
de fruits, et de légumes. Les antioxydants peuvent piéger le radical par don d'hydrogéne, ce

qui provoque une diminution de l'absorbance de DPPH a 517 nm (figure.7) (Bouchekrit,

2018; Maral et al., 2017).
@N’N NO,

NO»

Figure 7. Structure chimique du radical libre DPPH (Popovici et al., 2009)
Principe du DPPH

En présence d’antioxydant, 1’¢lectron célibataire du radical DPPH est piégé soit par
liaison a un atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle ou la libération d’un électron, et
devient apparié, ce qui conduit a la décoloration de DPPH du violet (forme radicalaire
DPPH") au jaune (forme réduite DPPH-H) (figure.8), dont I’intensité de la coloration est
inversement proportionnelle a la concentration des antioxydants présents dans le milieu. Cette
décoloration représente la capacité d’échantillon de piéger ce radical (Kahouli, 2010 ;

Bouzabata, 2015; Bouchekrit, 2018).
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Figure 8. La forme radicale du DPPH et sa réduction par un antioxydant (Bouchekrit, 2018)
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Mode opératoire

Selon Hussain et al., (2011), le protocole expérimental pour étudier lactivité de
piegeage des radicaux libres des huiles essentielles d'Origanum était évaluée en mesurant leur

capacité a piéger les radicaux stables du DPPH. Le test du DPPH est réalisé comme suit :

- Les échantillons (de 0,5 a 500,0 pg / mL) sont mélangés avec 1 mL de solution de DPPH a

90 uM et complétés avec 95% de méthanol, jusqu'a un volume final de 4 mL.
- Un antioxydant synthétique, I'hydroxytoluéne butylé (BHT) a été utilisé comme témoin.

- Apres une période d'incubation de 1 h a température ambiante, I'absorbance a été enregistrée
a 515 nm.

- Le pourcentage de concentration de piégeage des radicaux a éte calculé a l'aide de la formule
SUivante: |%= [(AbS controle — AbS test)/ AbS contrﬁle] X 100

Ou : Abscontrale €St I'absorbance du contréle (contenant tous les réactifs a I'exception des huiles

essentielles de test),
Abstest est I'absorbance des huiles / composés essentiels de test.

Les valeurs ICso qui représentaient la concentration d'huile essentielle qui causait 50%
de piégeage, ont été calculées a partir du graphique du pourcentage de piégeage par rapport a

la concentration.
-Expression des résultats :
Calcul des ICsp :

L’ICso ou concentration inhibitrice est la concentration de I’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50% de radical DPPH. L’ICso est calculée graphiquement par la régression
lineaire du graphe tracé : pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations
des échantillons testés. Ainsi, la valeur 1Cso est liee négativement a l'activité antioxydante;
plus la valeur ICso est faible, plus l'activité antioxydante de I'échantillon testé est élevée
(Maral et al., 2017; Bouchekrit, 2018).

L'indice de I'activité antioxydante (AAI) : Il est calculé selon I'équation suivante:

AAI : Concentration finale de DPPH (pg/ml) / 1C50 (ug//ml)
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Les résultats d’AAI sont exprimés comme suit:
AAlI<05: — faible activité antioxydante.

1>AAI >0.5: — activité antioxydante modérée.
2>AAl>1: — forte activité antioxydante.

3>AAlI>2: — trés forte activité antioxydante (Bouhaddouda, 2016).
6.2.Evaluation de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles

Il existe deux sortes d’effets des huiles essentielles sur les microorganismes : une
activité létale (bactéricidie) et une inhibition de la croissance (bactériostase).
L’activité des huiles essentielles est souvent assimilée a une activité bactériostatique.
Cependant plusieurs etudes ont montre que certains constituants chimiques des huiles

essentielles ont des proprietes bactéricides et fongicides (Chickoune, 2007).

6.2.1. Activité antibactérienne

La plupart des huiles essentielles ont un spectre d'action trés étendu contre une large
gamme de microorganismes desquels les bacteries, les levures et les champignons, les virus et
les protozoaires. Nombreuses de ces huiles sont considérées comme des agents antimicrobiens
les plus efficaces parmi les extraits aromatiques de plantes. Elles peuvent étre employées pour
la protection contre les microorganismes envahissant les denrées alimentaires et dans
différentes formulations, comme les medicaments et les parfums. Cette activité
antimicrobienne est notamment due a la grande complexité de la composition chimique des
HE, et en particulier a la nature de leurs principaux composés volatils. Les phénols (carvacrol,
thymol) ont le facteur antibactérien le plus élevé, suivis des monoterpénols (géraniol,
menthol) et des aldéhydes (néral, géranial). En général, I'activité diminue selon le type de
fonction chimique: phénol > alcool > aldéhyde > cétone > ester > hydrocarbure (Toure,

2015 ; Bouhaddouda, 2016)

6.2.2. Activité antifongique

Les huiles essentielles et leurs composés actifs peuvent étre utilisés comme agents de
protection contre les champignons phytopathogenes ainsi que dans le traitement des infections
fongiques affectant ’homme (Bouhaddouda, 2016). Les plus étudiées pour leurs propriétés

antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae et sont : le thym, ’origan, la lavande, la
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menthe, le romarin et la sauge. Etant donnée la grande complexité de la composition
chémotypique des huiles essentielles, il a été démontré que cette activité antifongique
augmente selon le type de fonction chimique: Phénols> Alcools> Aldé¢hydes> Cétones>

Ethers> Hydrocarbures.

Parmi les aldéhydes, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actifs (Labiod, 2016).

6.3. Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne

Il existe différents méthodes utilisées pour évaluer l'activité antibactérienne des huiles
essentielles. Le test de diffusion sur disque, le test de diffusion dans le puits, le test de
microdilution, la mesure de la concentration minimale inhibitrice sont souvent utilisés pour

mesurer l'activité antimicrobienne des huiles essentielles et des constituants a base de plantes.

Le depistage des huiles essentielles pour l'activité antibactérienne est souvent effectué
par le test de diffusion sur disque. Ceci est généralement utilise comme un contréle

préliminaire de I'activité antibactérienne avant des études plus détaillées (Hussain, 2009).

6.3.1. Etude qualitative de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle
s Méthode de diffusion en milieu gélosé

Principe :

L'aromatogramme ou méthode par diffusion dans un milieu gélosé ou encore méthode
de disques est une technique qualitative permettant de déterminer la sensibilité de
microorganismes a une substance connue comme antibactérienne. Ce test se fait de la méme
maniére qu'un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par des essences
aromatiques, préalablement sélectionnées et reconnues. Il consiste a déposer un disque stérile
en cellulose imprégné de I’HE a tester, a la surface d’une gélose préalablement coulée dans une
boite de pétri et ensemencée avec le micro-organisme testé. Aprés incubation, les bactéries
croissent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent une concentration
d’antibiotique suffisante pour inhiber leur croissance. L'activité antibactérienne de I'huile
essentielle sur la cible est évaluée en mesurant la zone d'inhibition (diamétre d'inhibition).

Plus le diameétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a 1’antibiotique; plus il est
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petit et plus la bactérie est résistante (figure.9). (Mahfouf, 2018; Chikhoune, 2007; Labiod,
2016).

= —~t—— Boite de pétrl

Ensemencement de 1y
gélose en nappe par 1
mi de I'inoculum

Gélose Mueller Hinton

Dépht aseptique d'un
fisque Imbibé de 'huile
essentielle

Z : rone d'inhibition

Cromssance microbiennd

Figure 9. Illustration de la méthode d'aromatogramme (Soulet, 2017)
Mode opératoire

L'évaluation de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles est réalisée par la
méthode des disques, en raison de sa simplicité et son efficacité pour tester la sensibilité des
bactéries (figure.10). (Bouchekrit, 2018).

e Pour les bactéries :

-La gélose de Mueller Hinton et Sabouraud stériles ont été coulées dans des boites de Pétri
stériles, puis ont été séchées pendant 30 min a la température du laboratoire et laissées
24h/37°C.

- Apres l'extraction des HE par hydrodistillation, on prépare trois dilutions: 1/2, 1/5, 1/10
(v/v) dans le DMSO.

- Chaque souche bactérienne a été ensemencée en stries sur des boites de Pétri contenant la

gélose nutritive et incubée pendant 18 heures, afin d’obtenir une culture jeune des bactéries et
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des colonies bien isolées. Apres les 18 heures et a partir de ces boites, on a prélevé quelque
colonies bien isolées avec une anse de platine ou pipette Pasteur et les transférer dans un tube
contenant 9 ml d’une solution de 1’eau physiologique stérile a 0.9% de sel (NaCl) afin d’avoir
une densité cellulaire initiale voisine a celle de 0,5 Mc Farland (106 UFC/ml). Cette
comparaison est mesurée a I’aide d’un densitometre.

e Pour les champignons :

-Dans des boites de Pétri contenant le milieu Sabouraud solide, déposé un disque de 6 mm de
chaque souche fongique au centre de chaque boite, et les a incubé jusqu’a ce que la croissance
myceélienne atteigne les bords des boites de Pétri et ensuite la sporulation. A partir de ces
boites, la mise en suspension des champignons a été réalisée dans de I’eau physiologique
stérile a 0.9% afin d’obtenir une suspension de spores égale a 106 spores/ml mesuréee avec la

cellule de Malassez.
L'ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I'inoculum

-Un écouvillon est trempé dans la suspension et étalé sur toute la surface de la gélose (MHA)
pour les bactéries ou Sabouraud pour les champignons.

-Dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, des disques de 6 mm de
diametre de papier 3MM stériles (stérilisation a 120°C pendant 15 min par autoclavage) sont
déposés sur la gélose précédemment inoculée avec le microorganisme choisi, puis les imbibés
par les différentes dilutions des HE (1/2, 1/5 et 1/10; v/v). Chaque disque contient 10 pl d’une
seule dilution d’une huile essentielle,

-Autres disques imprégnés chacun de 10 pl de DMSO sont utilises comme témoins négatifs.
La gentamicine (GM=10mg) est utilisee comme témoins positifs pour les souches
bactériennes, alors que la Nystatine et Dividend ont été utilisés pour les souches fongiques.
-Le test est effectué en triple et les antibiogrammes sont effectués en parallele avec les

aromatogrammes.
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Culture microbiennc jeunce

Suspension microbienne

(0.5 Mc Farland)
/\ Ensemencement par
écouvillonnage

Application des disques et imprégnation par
\ / I'HE (10ul/disque)

Incubation a 37°C/24h
ou 28°C/(48h ou

Mesure des zones
d’imhibition

Figure 10. Technique de diffusion sur gélose par disque (Bouchekrit, 2018)

-Expression des résultats :

L'activité antibactérienne est évaluée en mesurant la zone d'inhibition de la croissance
autour des disques aprés 24 h d'incubation a 37 ° C. L'action inhibitrice est classée en fonction

de la zone d'inhibition (Z1):

Forte action inhibitrice (++++), ZI > 22 mm,;
Action inhibitrice compléte (+++), ZI = 18-21 mm;
Action inhibitrice partielle (++), ZI = 14-17 mm,

Légere action inhibitrice (+), ZI < 13 mm ou pas d'action inhibitrice (-), ZI = 0.
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Chaque expérience a été réalisée en triple et le diamétre moyen de la zone d'inhibition a été
enregistrée (Lagha et al., 2019) .

6.3.2. Etude quantitative de ’activité antibactérienne de I’huile essentielle

“»Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) etdes
concentrations minimales bactéricides (CMB) par la méthode des microdilutions en

milieu liquide
Principe

La mesure de la concentration minimale inhibitrice (CMI) est la méthode la plus citée et
la plus importante dans la performance antimicrobienne des huiles essentielles qui nous

indique des résultats precis, exactes et reproductibles (Hussain, 2009).

La methode de dilution en milieu liquide ou la méthode de microdilution est une
méthode quantitative qui permet de déterminer la concentration la plus faible de
I’antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie testée (la CMI), habituellement
exprimeée en mg/mL ou mg/L. La CMI est etudiée seulement pour les microorganismes
sensibles aux extraits (Toure, 2015; Labiod.2016). Cette technique consiste a disperser
I’agent antimicrobien en concentration variable de fagon homogene et stable dans le milieu de
culture du germe étudié. Elle est réalisable par contact direct en milieu gélosé ou liquide
(Bouhadouda, 2016).

La concentration minimale inhibitrice (CMI)

Elle peut étre déterminée par contact direct en milieu gélosé ou en milieu liquide. Elle
correspond a la concentration nécessaire pour inhiber totalement la croissance d’un nombre

déterminé de germes aprés un temps d’incubation donné.

La concentration minimale bactéricide (CMB)

Elle est appelée aussi concentration minimale létale (CML). Elle correspond a la
concentration en agent inhibiteur nécessaire pour que I’activité bactéricide soit totale sur un
inoculum donné apres un temps bien déterminé. Elle est estimée en milieu liquide par

I’évaluation des survivants aprés élimination du composé inhibiteur (Chickoune, 2007).
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Mode opératoire

Les valeurs des CMI des huiles essentielles sont déterminées par la méthode de
microdillution comme décrit par Bouhadouda, (2016) pour les souches bactériennes sensibles

aux huiles essentielles dans I'essai de diffusion sur disque.

- A partir de la solution mére des huiles essentielles a 50 mg/ml (dans le DMSO a 10%), on
prépare une gamme de concentration d’huiles essentielles par la méthode de dilution en
progression géométrique a raison de 2 dans des tubes contenant MHB pour aboutir a des
concentrations allant de 0,048 - 50 mg/mL.

- Les plaques de 96 puits sont préparées en distribuant dans chaque puits 95 pl de MHB et 5
pl de I'inoculum préalablement préparé.

- 100 pL de la solution mére des huiles essentielles initialement préparée d’une concentration

égale a 50 mg/mL sont ajoutes dans les premiers puits.
- 100 pL de chaque dilution sont transférés dans les 10 puits consécutifs.

- Le dernier puit contenant 195 uL de MHB sans huile essentielle et 5 uL de I’inoculum est

utilisé comme contréle negatif. Le volume final dans chaque puits est de 200 pLlI.

- Les plaques sont couvertes avec du parafilm stérile et sont ensuite incubées a 37°C pendant
18 a 24 heures.

Pour le calcul des CMB, on préléve un volume de 100 ul de chaque puit qui ne montre
pas une croissance bactérienne et on I’ensemence sur un milieu de gélose nutritive qu’on

incube a 37 °C pendant 18 a 24 heures.
- Expression des résultats :
- La croissance bactérienne est indiquée par la présence d'un "culot™ blanc sur le fond du puit.

A titre d'indicatif de la croissance de microorganismes, 10 pl de nitroblue tetrazolium (NBT)
a une concentration de 2 mg/ml dans I'eau distillée stérile sont ajoutés aux puits et incubés a
37 °C pendant 30 min. Le sel de NBT agit comme un accepteur d'électrons et la couleur jaune
de NBT est réduite en un produit formazan bleu-violet par les organismes biologiquement

actifs (bactéries viables).
- La CMI est indiquée par le puit qui contient la plus faible concentration d'huile essentielle
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ou il y’a absence de croissance bactérienne et qui ne montre pas un changement de couleur.

- Les CMB sont interprétées comme la plus haute dilution (concentration la plus basse) de
I'huile essentielle qui a montré un liquide clair sans le développement de la turbidité et sans

croissance bactérienne visible sur la boite de Pétri.

Le calcul du rapport CMB/CMI permet la détermination du pouvoir antibiotique de I’huile
essentielle. Lorsque ce rapport est inférieur ou égal a 4, on dit que I’extrait est bactéricide et

lorsqu’il est supérieur a 4, I’extrait est qualifié de bactériostatique (Bouhadouda, 2016).
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CHAPITRE 111 Résultas et discussion

Résultats

Nos travaux ont été menés dans le but d'extraire des huiles essentielles d'Origanum
majorana, de déterminer sa composition chimique et d'évaluer ses activités biologiques, mais
nous n'avons pas pu obtenir les résultats attendus, en raison des conditions exceptionnelles
que connait I'Algérie, comme c'est le cas pour tous pays du monde, du fait de la pandémie

Corona Virus. Nous n'avons pas pu compléter et suivre nos expériences.

58



Conclusion



Conclusion

Conclusion

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressées a 1’extraction et a la récupération
de I'huile essentielle d’Origanum majorana de la région de Khemis Miliana, la détermination
de sa composition chimique et I'évaluation de son activité biologique. Selon les travaux

rapportés par la littérature, nous concluons ce qui suit :

Tout d'abord, l'extraction de I'HE d’O. majorana par hydrodistillation a donné des
rendements différents selon les pays, le meilleur rendement de la plante séche dans le monde
est enregistré en Egypte, il est de (3%) et en Algérie il est compris entre (0,61-2,36%).

L'analyse de I'HE d’Origanum majorana par la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) a montré que les résultats enregistres en
Algérie étaient variables d’une région a une autre. Dans la région d’El Oued, le bornéol
(15.50%) et I’eucalyptol (11.33%) sont les composés majoritaires de I’HE, cependant dans la
région de Ben Allal le 4-terpinéol (13.94%), Terpinoléne (9 .43%) sont les principaux
composes. En ce qui concerne les divers pays du monde, la composition chimique était aussi
différente ou en Turquie les principaux composants sont : linalool (38.38%), thymol (26.11%)
et en Egypte, le terpinend-ol (31%) et y-terpinene (13%) était les principaux composes, tandis
gu’en Iran les constituants majoritaires sont: le carvacrol (57.86%), thymol (13.54%). Alors
que les principaux constituants de ’'HE d’O. majorana du Venezuela sont: I'hydrate de cis-
sabinéne (30,2%), terpinene-4-ol (28,8%). En outre, Au Brésil le 1.8-cinéole (20.9%) était le
principal composé suivi du 4-terpinéol (20.4%) alors qu’au Canada, les principaux

composants de I’huile d’O. majorana sont le terpinén-4-ol (38,3%) et a -terpinéne (12,5%).

L'étude de l'activité antioxydante par la méthode de piégeage du radical libre DPPH des
huiles essentielles d'O. majorana d’Algérie a montré que ces huiles posseédent un pouvoir
antioxydant fort. Par ailleurs, cette activité était forte au Pakistan, en Egypte et en Turquie

alors qu’elle est faible au Mexique et en Tunisie et absente au Brésil.

L’¢étude de I’activité antimicrobienne de I'HE I’O. majorana montre que cette huile
possede des activités antibactériennes et antifongiques importantes vis-a-vis de la plupart des
souches testées avec des zones d'inhibition intéressantes pour les bactéries entre 10-15mm en
Algérie. Méme dans tous les pays de monde, ces activités étaient remarquables contre la
plupart des souches testées avec des diametres d’inhibition variable selon les souches et la

concentration en HE.
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Conclusion

Cette étude pourrait étre considerée comme une source qui nous a permis de surveiller
une mine d'informations liées aux composants de I'huile, ses différentes propriétés et son
utilisation thérapeutique et industrielle, donc le travail nécessite plus de recherches
scientifiqgues empiriques pour examiner l'application de cette huile dans le domaine
thérapeutique pour une utilisation en toute sécurité. De plus, des tests phytochimiques
supplémentaires in vivo sont nécessaires pour évaluer l'efficacité de I'huile, et donner plus de
détails sur ses différentes activités biologiques potentielles comme antidiabétiques,

anticoagulants, anti-inflammatoires, analgésique,... et ses mécanismes d'action.
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