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Résumé

Cette étude a pour objectif la valorisation des plantes médicinales aromatiques, par la
caractérisation de deux especes vegétales poussant a 1’état spontané au nord-ouest de 1’ Algérie
a savoir « Origanum majorana L. » et « Mentha spicata », a travers la composition chimiques
des huiles essentielles et 1’évaluation de leurs propriétés biologiques.

L’extraction des huiles essenticlles par hydrodistillation, a donné des rendements de
1.493% pour I’huile essentielle de 1’Origanum majorana et de 1.208% pour I’huile essentielle
de Mentha spicata.

L’analyse chromatographique par CPG-SM a indiqué que les composés majeurs étaient D-
(+) Carvone (67.61%), y-Terpinene (13.12%), O-Acetylthymol (6.80%) et p-cymene (3.44%)
pour I’HE de I’0. majorana. Alors que la composition chimique de ’HE de Mentha spicata est
dominée par D-(+)-carvone (43.05%), neo-iso-dihydrocarveol (8.53 %), limonene (6.68%),
transcarveol (4.84%), D-Germacrene (4.93%), et I’eucalyptol (4.51%).

Une considérable activité antioxydante des huiles essentielles a été révélée par I’ utilisation
de la méthode du piégeage du radical libre DPPH. L’HE de marjolaine a présenté un important
pouvoir antioxydant qui se traduit par la valeur de 1’'IC50 de ’ordre de 0.025 mg/ml,
comparativement a I’acide ascorbique (0.028mg/ml).

L’¢étude de I’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Origanum majorana et Mentha
spicata sur trois souches bactériennes de référence (Staphylococcus aureus ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) par la technique
d’aromatogramme a montré que le pouvoir antibactérien de ces huiles est tres important et se

caractérise par une action bactéricide contre les germes suscités.

Mots clés : Origanum majorana L., Mentha spicata, Hydrodistillation, CPG-SM, activité

antioxydante, activité antimicrobienne.
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Abstract

This study aims to promote aromatic medicinal plants, through the characterization of
two plant species growing spontaneously in the north-west of Algeria, namely “Origanum
majorana L” and “Mentha spicata”, through the chemical composition of essential oils and
evaluation of their biological properties.

The extraction of essential oils by hydrodistillation gave yields of 1.493% for the
essential oil of Origanum majorana and 1.208% for the essential oil of Mentha spicata.
Chromatographic analysis by GC-MS indicated that the major compounds were D-(+) Carvone
(67.61%), y-Terpinene (13.12%), O-Acetylthymol (6.80%) and p-cymene (3.44%) for the HE
of the O. majorana. While the chemical composition of Mentha spicata HE is dominated by D-
(+)-carvone (43.05%), neo-iso-dihydrocarveol (8.53%), limonene (6.68%), transcarveol
(4.84%), D —Germacrene (4.93%), and eucalyptol (4.51%).

Considerable antioxidant activity of essential oils was revealed by using the DPPH free
radical scavenging method. The essential oil of marjoram presented a significant antioxidant
power which is reflected by the value of the 1C50 of the order of 0.025 mg/ml, compared to
ascorbic acid (0.028mg/ml).

The study of the antibacterial activity of the essential oils of Origanum majorana and
Mentha spicata on three reference bacterial strains (Staphylococcus aureus ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) by the aromatogram
technique showed that the antibacterial power of these oils is very important and is

characterized by a bactericidal action against the germs aroused.

Key words: Origanum majorana, Mentha spicata, Hydrodistillation, GC-MS, antioxidant

activity, antimicrobial activity.
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Introduction générale

Les plantes ont constitué le premier et principal outil thérapeutique a la disposition de
I’homme et ce, pendant de nombreux si¢cles. Dans diverses civilisations et sur tous les
continents, les pharmacopées végétales se sont développées et enrichies grace a I’empirisme.
Avec un don d’observation inégalé, les anciens ont pu mettre en évidence des propriétés
curatives ou préventives des plantes médicinales qui n’ont d’ailleurs, jamais été démenties par
I’'usage (Carillon, 2009).

Une plante médicinale c’est toute plante utilisée 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 (Makhloufi, 2010 ; EI Amri et al., 2014). Un grand nombre de
plantes aromatiques et médicinales possedent des propriétés biologiques trés 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 végétale et 25% d’entre eux contiennent au moins une
molécule active d’origine végétale (Anthoula, 2003).

En effet, les plantes médicinales sont devenues importantes pour la recherche
pharmacologique et 1’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque leurs constituants
sont utilisés directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premieres
pour la synthese des médicaments (Abdelli, 2017).

Au-dela de nouvelles approches systématiques et scientifiques sont nécessaires pour le
développement de médicaments actifs dérivés de plantes. De plus, 1’extraction de grandes
quantités de composés a partir de sources naturelles reste un défi et nécessite le
développement de nouvelles approches biotechnologiques et de la synthése organique totale
Malgreé ces lacunes, les recherches actuelles suggérent que les produits naturels représenteront
probablement une source majeure de nouveaux medicaments dans le futur.

L’ Algérie, de par sa situation géographique et son climat méditerranéen, est douée d’une
flore tres riche et diversifiée dont de nombreuses plantes médicinales qui sont toujours utilisées
en medecine traditionnelle (Quezel et Santa, 1963 ; Bab Aissa, 1999). 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 espéces spontanées et cultivées (Bessah et Benyoussef,
2015). La famille des Lamiaceae est 1’une des familles les plus importantes de la flore
algérienne et 1’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 especes de cette
famille sont bien connues pour leur réle essentiel dans la production des huiles essentielles
auxquelles leurs activités biologiques ont été attribuées (Kechar et al., 2017; Sari, 2018).

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne et a pour but
I’étude de deux espéces végétale a savoir, Origanum majorana et Mentha spicata.

Pour illustrer ces objectifs, notre étude sera structurée en deux grandes parties. Dans la
premiere partie, une synthese bibliographique va mettre en exergue trois chapitres. Le premier
chapitre abordera les huiles essentielles de fagon générale, le deuxiéme sera consacré y compris
a la description botanique, la classification et a la composition chimiques des deux especes
végetales étudiées. Les activités antibactériennes et antioxydantes feront 1’objet du troisiéme
chapitre.

La partie expérimentale quant a elle sera subdivisée en deux chapitres, le premier
présentera les matériels et les méthodes utilisés pour la réalisation de cette étude, a savoir :

e [’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation.

e La préparation et les analyses physico-chimiges des huiles essentielles d’O. majorana

et de M. spicata ;

e Le criblage phytochimique des parties aériennes des plantes sélectionnées.

e La détermination de la composition chimique des huiles essentielles par CPG-SM.

e Une étude in vitro des effets thérapeutiques, par des tests biologiques ;

e L’évaluation de I’activité antioxydant par le test de DPPH

e L’évaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de I’aromatogramme ;
Les résultats obtenus, suivis de la discussion feront 1’objet du second. La conclusion et les
perspectives ainsi que les références bibliographiques constitueront la derniére partie de notre

manuscrit.
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Chapitre I Les huiles essentielles

1.1 Les huiles essentielles
1.1.1. Définition des huiles essentielles

Une huile essentielle appelée aussi essence, est un mélange complexe de substances
aromatiques (Muther, 2015). En effet, elle renferme des métabolites secondaires volatils
(Rubiolo et al., 2010). Selon 1I’Agence Frangaise de Normalisation (AFNOR NF T 75-006),
une huile essentielle est un « produit obtenu a partir d'une matiére premiere végétale, soit par
entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des Citrus, soit
par distillation seche. L'huile est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procedés physiques

n'entrainant pas de changement significatif de sa composition (AFNOR, 2000).

La commission de la Pharmacopée Européenne (01-2008 : 2028), a défini les huiles
essentielles comme un produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a
partir d’une matiére premiere végétale botaniquement définie, soit par entralnement a la vapeur
d’eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage.
L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique

n’entrainant pas de changement significatif de sa composition.

Les huiles essentielles ont une faible solubilité dans I'eau, mais sont solubles dans les
graisses, l'alcool, les solvants organiques et d'autres substances hydrophobes et sont
généralement liquides a température ambiante, incolores ou jaunatres, inflammables et

s’alterent facilement a I’air en se résinifiant (Baser et Demirci, 2007 ; Li et al., 2014).
1.1.2. Composition et constituants chimiques des huiles essentielles

Les constituants chimiques des huiles essentielles (Figure 01) appartiennent
exclusivement a deux groupes ayant chacun des origines biogénétiques distinctes a savoir les
terpénoides et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Bruneton, 1999 ;
Cheurfa, 2015).

Les huiles essentielles peuvent également contenir divers produits résultant du processus

de degradation, y compris des constituants non volatils (Bruneton, 1999).
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Figure 01 : Les principaux constituants chimiques des huiles essentielles (Touré, 2015).

L’¢tude de la composition chimique est généralement effectuée par chromatographie en

phase gazeuse (CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
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masse (CPG-SM). La résonance magnétique nucléaire (RMN) peut également étre utilisée pour
identifier les constituants des huiles essentielles (Touré, 2015).

Les terpénoides et les phénylpropanoides conferent aux huiles essentielles leurs
propriétés antibactériennes. Les composés phénoliques, comme le thymol, le carvacrol et
I’eugénol, sont, du fait du caractere acide de leur substituant hydroxyle, les plus actifs. Aussi,
il n’est pas étonnant de constater que les huiles essentielles riches en phénols, comme les huiles
de thym, de Corydothymus capitatus et de Syzygium aromaticum, démontrent les plus hautes

activités antibactériennes (Touré, 2015).
1.1.3. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le régne végétal, principalement
chez les végétaux supérieurs. 17500 especes aromatiques appartenant a un nombre limité de
familles, dont les Lamiacées, les Lauracées, les Apiacées, les Astéracées et les Myrtacées
(Regnault-Roger et al., 2008 ; Ouis, 2015).

Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s'accumulent en
générale dans des cellules glandulaires spécialisées (Touhami, 2017). Ensuite, elles sont
stockées dans des cellules dites a huiles essentielles (Lauraceae), des poils sécréteurs
(Lamiaceae), des poches secrétrices (Myrtaceae) et dans des canaux sécréteurs (Asteraceae)
(Bouzid, 2018). Elles peuvent étre extraites de divers organes végétaux tels que les fleurs
(camomille, lavande), les feuilles (citronnelle, eucalyptus), les racines (vétiver), les fruits (anis,
badiane), les rhizomes (curcuma, gingembre), le bois (bois de rose, santal) ou graines (muscade)
(Laurent, 2017).

Il est intéressant de citer que les organes d'une méme espece, peuvent renfermer des
huiles essentielles de composition différente selon leurs localisations dans la plante (Figueredo,
2007).

1.1.4. Toxicité des huiles essentielles

Les HE sont des substances puissantes et tres actives. Elles représentent une source
inépuisable de remedes naturels. Néanmoins, il est important de souligner que 1’automédication
fréquente et abusive surtout en ce qui concerne le dosage ainsi que le mode d’application interne
ou externe par les essences est nocive. Elle engendre des effets secondaires plus ou moins

néfastes dans I’organisme (allergies, coma, épilepsie, etc...) principalement chez les populations
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sensibles (enfants, femmes enceintes et allaitantes, personnes agées ou allergiques). L’ ingestion
de plus de 10 ml d’huile essentielle par exemple est neurotoxique et épileptogene par inhibition
de I’apport d’oxygéne au niveau des tissus Encéphalique (Da silva, 2010 ; Lakhdar, 2015 ;
Ouis, 2015).

1.1.5. Utilisation des huiles essentielles

Le champ d'application des huiles essentielles est vaste, mais quatre principaux secteurs

de leur utilisation a une échelle industrielle peuvent étre retenus :
1.1.5.1. En industrie agroalimentaire

Elles sont employées quotidiennement dans les préparations culinaires (ail, laurier,
thym...etc.), les boissons gazeuses et alcooliques, les produits laitiers, les produits carnés, les
produits de boulangerie, les confiseries, mais aussi pour la nutrition animale (Bruneton, 1999).
Les huiles essentielles ou leurs composés actifs sont également utilisés comme agents
conservateurs, grace a leurs propriétés antimicrobienne et antioxydante, qui permettent
d'augmenter la durée de conservation des produits alimentaires (Caillet et Lacroix, 2007 ;
Tiwari et al., 2009). Un certain nombre d'herbes aromatiques, notamment de la famille des
Lamiacées, ont montré leur efficacité pour la conservation de la viande ou de certains plats
cuisinés comme le thym et 1’origan, ou encore, dans le contrle de contamination dans les
yaourts comme la menthe (Fernandes et Chemat, 2012). La plupart des huiles essentielles sont
classées comme GRAS (Generaly Recongnized As Safe) ou généralement reconnus comme
sains ou sont approuvees comme additifs alimentaires par I'administration Ameéricaine des

aliments et des médicaments FDA (Food Drung Administration) (Caillet et Lacroix, 2007)
1.1.5.2. Pharmacie et Aromathérapie

Les huiles essentielles et leurs vertus thérapeutiques sont connues depuis trés longtemps.
Elles constituent la base de la médecine traditionnelle et représentent un outil trés efficace qui
permet d'élargir le champ des traitements médicaux conventionnels. Elles peuvent étre utilisées
directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiéres premiéres pour la

synthese de principes actifs (Mnayer, 2014 ; Bessah et El-Hadi, 2015).

Dans le domaine pharmaceutique, il n’existe pas de réglementation spécifique aux huiles
essentielles en ce qui concerne leur utilisation dans les médicaments, les spécialités

pharmaceutiques a base d'huiles essentielles répondent a la définition du médicament a base de
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plantes, c¢’est a dire, des médicaments dont les principes actifs sont exclusivement des drogues
végetales et/ou des préparations a base de drogue(s) végétale(s) (Poirot, 2016). L’industrie
pharmaceutique les emploie sous un nombre grandissant de formes (complexes a vaporiser,
pastilles, gélules, dentifrices...etc) (Deschepper, 2017). Grace a leurs propriétés aromatisantes,
elles permettent de masquer I'odeur desagréable de médicaments absorbées par voie orale, bien
qu’en grande partie les huiles sont préparées sous forme galénique, elles sont également trés

utilisées dans la préparation d’infusion (Ouis, 2015).

En milieu clinique, les huiles essentielles sont employées pour soigner des maladies
inflammatoires, des rhumatismes, des infections causées par des bactéries, des levures, des
champignons et des virus, notamment, les infections nosocomiales, mais aussi, dans le
traitement des troubles humoraux et nerveux, des pathologies dermatologiques, et dans la
prévention de certains types de cancers (Chouitah, 2012 ; Chibani, 2013 ; Abadlia et
Chebbour, 2014 ; Bessah et El-Hadi, 2015)

Par ailleurs, les huiles sont bonnes pour la digestion, détoxifiantes et efficaces contre les
maux de téte et les spasmes (Delune, 2012 ; Laurent, 2017). Leur application par diffusion
atmosphérique, permet de calmer, détendre ou faciliter le sommeil réduisant ainsi, le stress,
I’anxiété et la nervosité (Delune, 2012 ; Laurent, 2017). Egalement, leur application sur la
peau par massage, permet de soulager les crampes, les rhumatismes, les douleurs, la circulation

sanguine...etc (Scimeca et Tétau, 2005 ; Mnayer, 2014).
1.1.6. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes qui permettent d'extraire les essences aromatiques des
vegétaux. Les plus utilisées sont la distillation par entrainement & la vapeur d'eau,
I'nydrodistillation et I'expression alcoolique par solvant (Boukhatem et al., 2019). Le choix de
la meilleure méthode est déterminé par la nature de la matiére végétale a traiter, les propriétes
physico-chimiques de I'essence a extraire, I'usage de I'extrait, la capacité a minimiser les colts
ainsi que la sensibilité de certains constituants de I'huile essentielle aux hautes températures
(Richard et Etievant, 1997; Hellal, 2011).

|.1.6.1. Entrainement a la vapeur d’eau

La distillation a la vapeur est une méthode ancienne trés répandue, destinée a

I’extraction des huiles essentielles a partir des plantes aromatiques. Cette technique ne met pas
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en contact direct I’eau et la matiére végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une
chaudiére traverse la matiere vegétale 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 I’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est
ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et
une phase organique (I’huile essentielle), cette méthode d’extraction minimise les altérations
hydrolytiques (Rojas et Buitrago, 2015). La plante ne macére (immerge) pas directement dans
I’eau, ce qui limite les phénoménes d’hydrolyse et valorise la qualité des extraits. Ainsi que le
risque de dégradation par la chaleur est mieux maitrisée puisque le chauffage ne se fait pas

directement sur la cuve contenant la matiére premiere végétale (De Sousa, 2012).
1.1.6.2. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est une méthode ancienne trés utilisée (Bruneton, 2016). Elle
consiste a immerger directement le matériel végétal dans un alambic (ballon) rempli d’eau
distillé (Figure 02) puis I’ensemble est porté & ébullition. La chaleur permet 1’éclatement des
cellules végétales et libérée les composes volatiles qui y sont contenus. Ces composes volatiles
forment avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique (Asbahani et al., 2015). Le mélange
est ensuit refroidi, condensé puis séparé par différence de densité en une phase aqueux et phase

organique qui constitue I’huile essentielle.

Cependant, la longue durée de procédé (température du milieu et parfois de 1’acidité) peut
produire des réactions d'hydrolyse, ce qui facilite la survenue d’un certain nombre de
transformations au sein de composées des huiles essentielles (Fernandez et Chemat, 2012 ;
Boukhatem et al., 2019).
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Figure 02 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Malti, 2019)

1.1.6.3. Extraction par micro-ondes

Dans ce procédé, la matiere végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte
close dans laquelle la pression est réduite de maniere séquentielle. Les composés volatils sont
entrainés par la vapeur d’eau formée a partir de 1’eau propre a la plante. Ils sont ensuite
récupérés a I’aide des procédés classiques de condensation, refroidissement, et décantation
(Koubaa et al., 2016). Cette technique posséde plusieurs avantages tels que la rapidité,
I’utilisation de petites quantités de solvant, et donne un bon rendement d’extraction (Barba

Orellana et al., 2016; Boukhatem et al., 2019).
1.1.6.4. Extraction par les solvants et extraction au CO2

Cette technique, largement utilisée actuellement. Elle consiste a épuiser le matériel
végétal par un solvant (hexane, méthanol, éthanol, acétone .....) a bas point d'ébullition qui par
la suite, sera éliminé par distillation sous pression réduite. Ces solvants ont un pouvoir
d’extraction plus ¢élevé que ’eau, si bien que les extraits ne contiennent pas uniquement des
composes volatils mais également un bon nombre de composés non volatils tels que des cires,
des pigments, des acides gras (Koubaa et al., 2016; Boukhatem et al., 2019).
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Chapitre 11 Origanum magjorana L.

1.2. Présentation des plantes étudiées
1.2.1. Origanum majorana L.
1.2.1.1. Historique

L’Origanum majorana est une plante cosmopolite vastement nommé " Marjoram "
(Deuschle et al., 2018) ou marjolaine vraie, anciennement connue par le nom Majorana
hortensis Moench (Figure 03). 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, elle est appelée : Khezama (Tunisie), Meurdekouch (Maroc), Mardguscia
(Tripoli, Libye), et parfois Mazermouch ou Marikoum, noms données aussi a d'autres espéces
d’Origanum (Soliman et al., 2009 ; Semiz et al., 2018).

1.2.1.2. Origine et aire de répartition

Origanum majorana est communément connu comme originaire de Chypre, Antalya (Turquie),
distribué dans différentes parties des pays du bassin méditerranéen comme la Serbie, 1’Italien
la Corse, le sud de I’Espagne, le Portugal, le Maroc et I’ Algérie (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 (Bouyahia et al., 2021)

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 d'altitude,
et cultivé comme herbe médicinale dans les jardins, en pots ou a I'extérieur (letswaart et al.,
1980 ; Bouyahia et al., 2021). Elle demande un sol limoneux fertile, chaud, bien drainé et un
arrosage frequent, elle tolere 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.
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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 (Nurzyfska-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 1’huile

essentielle (Iserin, 2001).

1.2.1.3. Description botanique

Origanum majorana L., est un sous-arbuste vivace, herbacé sauvage et annuel cultivé
comme plante aromatiques qui peut atteindre 30 a 60 cm de hauteur, et se caractérise par des
tiges rougeatres multiramifiées quadrangulaires et qui débordent pour créer un monticule
(Bouyahya et al., 2021). Ses tiges sont dressées, faibles, poilues, rondes, de couleurs vertes

avec des taches rouges et qui font 80 cm de long.

Les feuilles de cette plante sont herbacées, globuleuses, simples, pétiolées et ovales a
oblongues-ovales, petites (0,5-1,5 cm de long et 0,2-0,8 cm de large), souvent quadrigonus-
cylindriques, et la texture est extrémement lisse et poilue. Les bractées sont différentes des
feuilles, densément imbriquées, aussi longues que des calices, de couleur vert gris, et disposées

face a face sur une tige carrée.

La marjolaine douce a de petites fleurs (0,3 cm de long et disposées en tétes en forme de loupe,
de 1,3 cm de long), hermaphrodites ou femelles. Les fleurs sont tubulaires a deux lévres, 1
labelle pour une ou plusieurs lévres supérieures entieres ou denticulées. Il a des calices aplatis,
des fleurs blanches ou rose pale avec des bractées vert gris qui fleurissent en épi de juin a
septembre. Bien que les graines mdrissent d'aodt a septembre. Ils sont ovales, de couleur foncée
et brune. Les racines sont sub-cylindriques, ridées longitudinalement avec des fissures
transversales ; 0,2 a 0,6 mm de diamétre. La surface externe est brun foncé tandis que l'intérieur
est brun clair avec plusieurs longues radicelles (Figure 03) (Vasudeva et Goel., 2015 ;
letswaart, 1980 ; Iserin, 2001 ; Prerna et Vasudeva, 2015 ; Chennaet al., 2018 ; Bouyahya
et al., 2021).
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Origanum majorana L.

Figure 03 : Plante d’Origanum majorana L. (Originale, 2022)

1.2.1.4. Systématique

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

Tableau 01 : Position systématique de I’Origanum majorana L.

Régne Plantae
Sous-régne Viridiplante
Super division Embryophyta
Division Trachéophytina
Sous-division Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Super-ordre Asteridae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Népétoidées
Genre Origanum L
Espece Origanum majorana L
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1.2.1.5. Composition chimique de I’huile essentielle ’Origanum majorana L.

L’0. majorana se caractérise par de fortes saveurs et odeurs agréables et épicees. 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 triperpénes), les acides caféique et rosmarinique, les flavonoides, et les composés
triterpéniques tels que 1’acide oléanolique et acide ursolique, des stéroides (par exemple, le B-
sitostérol), des terpénoides phénoliques, des glycosides phénoliques, des tanins, et des
sitostérols. Elle contient aussi du sabinol, a-terpinene, 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 I'huile essentielle d’Origanum majorana sont du terpinene-4-ol et du cis-
sabinene, qui sont responsables de leur saveur et de I'arbme caractéristiques. Les composés
majoritaires sont : les terpinolénes (o-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 composeés des familles des monoterpénes, des monoterpénols des sesquiterpenes et
des esters terpéniques (figure.04). (Kahouli, 2010) :

» Les monoterpenes : y-terpinéne (12.60%), a-terpinéne (7.73%), sabinéne (7.65%),

terpinoléne (2.92%), p-phellandréne (1.90%), limonéne (1.76%), p-cymene (1.57%), a-

pinéne (0.77%), a -thujéne (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 sabinene (4.40%), (Z)-paramenth-2-éne-I-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%).
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Figure 04. Structure de certains des principaux composés actifs d'Origanum majorana
(Bina et al., 2017)

1.2.1.6. Utilisation et propriétés thérapeutiques de la marjolaine

La marjolaine est utilisée beaucoup dans la médecine traditionnelle aussi bien que dans
I’industrie cosmétiques (Deshmane et al., 2007). C'est une épice populaire trés utilisée en
cuisine et ce depuis des siecles, elle est également utilisée comme reméde a de nombreuses
maladies (Gramza-Michalowska et al., 2008).

L'application thérapeutique dépend des parties de la plante. Elle contribue a de multiples
activités bénéfiques pour la santé. Traditionnellement, les feuilles de marjolaine représentent la
partie la plus utilisée, notamment comme anti-refroidissement (Bellakhdar et al., 1991 ;
Benlamdini et al., 2014) , antipyrétique (Bellakhdar et al., 1991), contre les allergies, la

grippe, I’hypertension (Benali et al., 2017) et également pour la régulation de la glycémie et
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le catarrhe (Vasudeva et Goel., 2015). En effet, I’Origanum est un reméde a la maison, il est
utilisé en décoction ou en infusion pour le traitement des infections pulmonaires, les maux de
gorge, les troubles nerveux, I'insomnie, la nervosité et pour les soins de la peau (Bouyahia et
al., 2021).

La marjolaine vraie posséde des vertus toniques géneérales, diaphorétiques, diurétiques
et expectorantes (Deshmane et al., 2007) et est utilisé comme médicament antiasthmatique et
antiparalytique, spaspolytique et comme un antirheumatique. Elle est utilisee 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 utiliser 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 tres puissante sur le systeme nerveux, fortifiant,
elle soulage les flatulences, les coliques et les problemes respiratoires, elle expulse les
sécrétions inflammatoires et diminue les douleurs dentaires (Iserin, 2001).

Par ailleurs, I’Origanum majorana est utilisée contre les crampes, les troubles
digestives, les maux de téte, la dépression, il est utilisé 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 antiprolifératifs, anti-inflammatoires,
et antioxydants sont attribués a sa quantité élevée en acides phénoliques, et en flavonoides
utiliser 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,
I'arthrite et la congestion thoracique. La plante peut également étre préparée en infusion, en
bain de bouche pour I'hygiene buccale, et comme cataplasme (Soliman et al., 2009).

Une infusion d'Origanum majorana L. est utilisée comme stimulant, sudorifique,
emmeénagogue et galactagogue et encore utile dans I'asthme, I'hystérie et la paralysie (Moussaid
etal., 2012).

En outre, 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, aréme et colorant (Badee et al., 2013). C'est une
herbe de cuisine qui s'emploie pour aromatiser de nombreuses préparations culinaires, comme
I'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
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utilisees 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 composés 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 ethnomedicinales de la marjolaine douce dans différents pays sont
présentées dans le tableau 02.

Tableau 02. Utilisations ethnomédicinales d'O. majorana (Bina et al., 2017)

Région Partie végétale utilisée Utilisations traditionnelles

Iran (Bina et al., 2017) Feuilles -Antimicrobien, antiseptique,
antidote, carminatif,
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,
spondilolysthesis.

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

strangure, hydropisie.
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Azerbaidjan (Alakbarov,
2003)

Huile essentielle

diurétique, sédatif,
contre les flatulences et la

nervosité.
Angleterre (Bina et al., | Feuilles Rhume, toux bronchique,
2017).) coqueluche asthmatique
Egypte (Bina et al., 2017).) | Feuilles Froid, frissons.

Inde (Bina et al., 2017)

Huile essentielle

Maux de dents, apaise les
articulations, douleurs

musculaires.

Turquie (Erenler et al.,
2016)

Huile essentielle

Asthme, indigestion, maux

de téte, rhumatismes.

Maroc (Tahraoui et al.,
2017)

Feuilles

Hypertension.
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1.2.2. Mentha spicata L.
1.2.2.1. Origine et aire de répartition

Les origines de Mentha spicata sont incertaines. Selon certains botanistes, elle serait le
résultat d’une hybridation trés ancienne entre Mentha rotundifolia et Mentha longifolia (Douay,
2008).

La menthe verte, menthe crépue ou menthe douce, du nom latin « Mentha », est 1’une des
plus anciennes plantes médicinales connues : les archéologues ont découvert ses feuilles dans
des pyramides d’Egypte vicilles de 3 000 ans (Benayad, 2008). Ces essences, autant qu’elles
sont faciles a reconnaitre a leur odeur tout a fait caractéristique, autant elles sont difficiles a
distinguer les unes des autres, en raison des formes intermédiaires, d’origine hybride, qui les
relie. Parmi toutes les lamiacées, les menthes se reconnaissent, en plus de leur odeur spéciale,
a leurs fleurs trés petites, a leurs corolles presque réguliéres a quatre lobes presque égaux et

leurs quatre étamines également presque égales (Benayad, 2008).
1.2.2.2. Description botanique

Mentha spicata L. est une herbe aromatique qui appartient a la famille des lamiacées
(Abootalebian et al., 2016), ces derniéres sont tres homogeénes et faciles a identifier (Brahmi,
2016).

C’est une plante vivace et rampante (Bremness, 2011). Elle se caractérise par une tige
carrée droite et verte, qui ne dépasse pas plus d’un meétre de longueur. Ses feuilles sont d’un
vert foncé, opposées, sessiles, subsessiles et allongées a ovales ou lancéolées de 5 a 9 cm de
longueur et de 1.5 a 3 cm de largeur (Sennoussi, 2015). Les fleurs comportent quant a elles un
calice en forme de clochette ; glabre ou cilié, divisé en 5 dents, une corolle violette pale, rose
ou blanche, 4 étamines saillantes de taille identiques, un ovaire super et divisé en deux loges

renfermant chacune deux ovules (Figure 05) (Brahmi, 2016).
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Figure 05 : Les parties aériennes de Mentha spicata L. (originale 2022).

1.2.2.3. Systématique
Le genre Mentha L. comprend 42 especes, des centaines de sous-especes, 15 hybrides, cultivars
et varietés (Brahmi et al., 2017 ; Salehi et al., 2018 ; Silva, 2020). Le tableau suivant

représente la classification de Mentha spicata L.

Tableau 03 : Taxonomie de Mentha spicata L (Moon et al., 2009 ; Lansdown, 2014).

Régne . | Plantes

Sous régne : | Trachéophytes
Embranchement . | Spermaphytes
Sous-embranchement . | Angiospermes
Classe : | Dicotylédones
Ordre . | Lamiales
Famille . | Lamiaceae
Genre . | Mentha

Espéce . | Mentha spicata L

Son nom vernaculaire en arabe « Naanaa », en anglais « spearmint » (Zekri, 2016), et
en francgais « menthe verte ». Mentha spicata L., pousse spontanément dans les zones tempérées

et elle est cultivée partout dans le monde (Laggoune et al., 2016).
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1.2.2.4. Composition phytochimique d’huile essentielle de la menthe

L'utilisation réussie des plantes par ses industries agro-alimentaires, alimentaires et
pharmaceutiques repose sur une compréhension complete de leurs métabolites secondaires
biologiquement actifs (Koblovska et al., 2008). De nombreux genre de Mentha ont fait I'objet
d'une enquéte pour leur propriétés phytochimiques et pharmacologiques ces dernieres années
(Brahmi et al., 2017 ; Salehi et al., 2018 ; Anwar et al., 2019 ; Mahendran et Laiq ur
Rahman, 2020). Les feuilles de M. spicata sont riches en huile volatile, phénols, flavonoides

et en lignanes.

Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont I'un des composés actifs les plus importants de toute la plante.
Des recherches antérieures sur M. spicata ont suggéré la présence d'acide rosmarinique et
d'acide caféique comme principaux métabolites (Bahadori et al., 2018). L'acide chlorogénique
a éte isolé de M. spicata (Kivilompolo et Hyotylainen 2007 ; Fatiha et al., 2015 ;
Igoumenidis et al., 2016).

Flavonoides

Les flavonoides sont I'un des principaux polyphénols alimentaires et sont classés en six groupes,
y compris les flavonols, les flavanones, les anthocyanes, les flavonols, les isoflavones et les
flavones (Pandey et Rizvi, 2009). 22 flavonoides ont été isolés de M. spicata. Erenler et al.
(2018) ont isolé quatre flavonoides des parties aériennes de M. spicata en utilisant une solution
aqueuse et en les identifiant par RMN, LC-TOF/MS et HPLC. L'apigénine a été identifiée par
HPLC a partir de M. spicata (Dorman et al., 2003 ; Bimakr et al., 2011). L'HPLC réalisée sur
I'extrait éthanolique des feuilles a permis I'isolement et I'élucidation de la Diosmine et de la
Lutéoline (Fatiha et al., 2015). Cirsilinéol, Desméthylnobilétine, Thymusine, des composés
ont également été retrouvés dans un extrait éthanolique de feuilles de cette plante (\Voirin et
al., 1999). La sidéritoflavone et la thymonine ont également été identifiées et quantifiées a partir
des feuilles de M. spicata (Yamamura et al., 1998 ; Voirin et al., 1999). Un résumé des

principaux constituants phytochimique de Mentha spicata est donné dans le tableau 04
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Tableau 04 : Composition biochimique de Mentha spicata L (Brahmi et al., 2016)
Les huiles essentielles
Carvone, Limonene, 1.8-cineole, B-Caryophyllene, D-germacerne.
Composés phénoliques

Acides phénoliques : Acide 4-hydroxybenzoique, Acide cafeique, acide a-

coumarique, acide chlorogenique et acide rosmarinique
Flavonoides : rutine, naringenine, luteoline, diosmine, kaempferole et diosmetine.
Autres composés

Esters méthilique d’acide gras, triglycéride, squaléne, stigmastérol, Sitostérol, acide

oléanolique, ursolique et pomolique, caroténoides, alcaloides , saponines.

1.1.2.5. Utilisation et propriétés thérapeutiques de la menthe

Mentha spicata L. est la plus ancienne herbe médicinale (Nanekarani et al., 2012).
Gréace a ses propriétes thérapeutiques (antifongique, antivirale, antimicrobienne, insecticide et
antioxydant) (Almeida et al., 2012), les feuilles de cette plante ont été utilisées
traditionnellement pour le traitement de plusieurs maladies (rhume, spasmes, crampes, troubles
digestives, fievre, maux de téte, bronchite, nausée, rhumatisme, troubles gastrointestinaux et
douleurs des dents). L’huile de cette menthe est utilisée comme un arome dans des dentifrices,
chewing-gum, savons et aussi dans des soupes, parfumeries, détergents et pesticides (Soysal,
2005 ; Brahmi et al., 2012).
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1.3. Activité antioxydante
1.3.1 Le stress oxydant
Elément indispensable & notre survie, a notre vie, a notre développement, & notre capacité
d’adaptation ; I’oxygeéne est également a 1’origine de toxicité, d’acidité, d’altération, de
dégenérescence. En effet, le métabolisme de 1’oxygene, lorsqu’il est déréglé, peut entrainer de
part ce que 1’on appelle « le stress oxydant » (Koechlin-Ramonatox, 2006).
Il peut former des espéces partiellement réduites et fortement toxiques appelées les radicaux
libres ou encore les especes réactives de I’oxygene (ERO) et de 1’azote (ERN). Radicalaires ou
non radicalaires, elles sont produites en permanence par plusieurs types cellulaires dans les
organismes aérobies (Swain et al., 2002; Baudin, 2006 ).
Le stress oxydant représente 1’incapacité pour I’organisme a se défendre contre 1’agression des
ERO, en raison de I’existence d’un déséquilibre entre la production de ces substances et la
capacité de défense des antioxydants (Koechlin-Ramonatox, 2006).
1.3.2. Radicaux libres
Un radical libre est une espece chimique, un atome ou une molécule contenant un ou

plusieurs électrons non appariés (Dasgupta et Klein, 2014 ; Li et al., 2016), ils peuvent étre
chargés ou non chargés (Kerher et Klotz, 2015). Les radicaux libres peuvent étre générés a
partir de nombreux éléments, mais dans les systémes biologiques, ce sont ceux impliquant
I’oxygene et I’azote qui sont les plus importants (Burton et Jauniaux, 2011) ; soit par scission
homolytique d’une liaison covalente pendant laquelle chaque atome conserve son électron, soit
par scission hétérolytique ou un atome recoit deux électrons lorsque les liaisons covalentes sont
brisées. Et également, au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’un électron a partir
d’un composé non radical (Dasgupta et Klein, 2014 ; Halliwell et Gutteridge, 2015).

Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par 1’acceptation d’un autre électron ou
par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Les radicaux libres oxygénés ou,
plus généralement, les especes réactives de I’oxygene (ERO), ainsi que les especes réactives de

I’azote (ERN), sont des produits du métabolisme cellulaire normal (Valko et al., 2007).

1.3.3. Especes réactives de I’oxygéne (Reactive oxygen species ROS)

Les espéces réactives de 1’oxygene (ERO) sont produites a partir d’oxygene moléculaire comme
résultat du métabolisme cellulaire normal (Ozougwu, 2016). Cette appellation inclut les
radicaux libres de 1’oxygene (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote ...etc)

mais aussi certains dériveés réactifs non radicalaires (Tableau 05)
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Tableau 05 : Les principales espéces réactives de 1’oxygéne générées dans les systémes

biologiques (Nimse et Pal, 2015 ; Dutta, 2016 ; Ozougwu, 2016)

Nom Symbole
Espéces radicalaires

Anion superoxyde 0,""
Radical hydroxyle "OH
Radical peroxyle ROO*
Radical alcoxyle RO"
Monoxyde d’azote NO
Radical tétrachlorure de carbone CCls

Especes non radicalaires

Peroxyde d’hydrogéne H202
Acide hypochlorique HOCI
Oxygene singulier 10,
Peroxynitrite ONOO
Ozone O3

1.3.4. Production des radicaux libres

L'accumulation intracellulaire d'especes réactives de I'oxygene (ROS) et de I'azote (RNS) peut
étre déclenchée par des facteurs exogeénes et / ou endogenes (Silva et Coutinho, 2010), comme
résumé dans la figure 06.

1.3.4.1. Production intracellulaire (endogéne)

La production des ERO dans les cellules mammiferes découle de plusieurs sources possibles
mais essentiellement d’origine enzymatique (Douaouri, 2018).

1.3.4.2 Production extracellulaire (exogene)

L’environnement et le mode de vie sont également responsables de la création et de
I’accumulation de radicaux libres dans I’organisme.

Ces facteurs environnementaux incluant des agents cancérogenes non genotoxiques peuvent
directement, ou indirectement, étre impliqués dans la génération de radicaux libres
(xénobiotiques, activation desleucocytes...). Les rayonnements UV induisent la synthése de

I’intermédiaire d’agents photosensibilisants (Douaouri, 2018).
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Figure 06: Résumé des sources exogenes et endogenes de radicaux libres (Douaouri, 2018).
1.3.5. Les antioxydants
1.3.5.1. Définition

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber 1’oxydation
de ce substrat biologique (Bouhaddouda, 2016)

IIs peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former
un composé stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion. (Boudjouref
Mourad, 2011)

1.3.5.2. Types d'antioxydants
Les antioxydants sont classés selon les caracteres suivant :
» Anti oxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydant in vivo. Elles incluent le béta
carotene, I'albumine, I'acide urique, les oestrogénes, les polyamines, les flavonoides, I'acide
ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E, etc. Elles peuvent stabiliser les
membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier les acides
gras libres. (Abbes, 2014).
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Tableau 06 : Principaux antioxydants naturels et sources alimentaires associées.
(Manallah, 2012)

Principaux nutriments antioxydants | Sources alimentaires

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou,
poivron.

Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais beurre, ceufs,
NOIX.

b-carotene Légumes, et fruits orangés, et vert foncés.

Sélénium Poisson, ceufs viandes céréales, volailles

Zinc Viande, pain complet, légumes vert, huitres,
produits laitiers

Flavonoides Fruits, [égumes, the vert.

Acide phénolique Céréales compleétes, baies, cerises

Tanins Lentilles, thé, raisins, vin.

Métabolisme de cystéine, glutathion Caséine, lactalbumine (petit — lait), produits
laitiers brocoli, chou ceuf, poissons viandes

> Antioxydants synthétiques

Les antioxydants de synthése les plus connus sont les composés phénoliques tels que :
Hydroxyanisolebutylé (BHA), Hydroxytoluénebutylé (BHT), tert-butylhydroquinone(THBQ)
et Gallate de propylée (GP). Les antioxydants synthétiques sont toujours substitués par un

alkyle pour améliorer leurs solubilité dans les graisses et les huiles (Ferhat, 2016).

OH OH OH COOC;H;

| N

Z <

HO OH
OCH;,3 CH, OH OH

BHA BHT TBHQ PG

Figure 07 : les structures moléculaires d’antioxydants synthétiques.
» Substances synergiques
Ce sont des molécules qui améliorent 1’action de certains antioxydants. Ce qui Se traduit

souvent par un accroissement de la période de protection, parmi eux se trouvent : Les acides
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lactique, tartrique et ortho phosphorique et leurs sels de sodium, potassium ou calcium. Leurs
propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de métaux comme le fer ou le cuivre, dont
on connait bien I'effet pro-oxydant a faible dose. Cependant, ce n'est peut-étre pas la seule

explication, car plusieurs de ces produits sont d'assez mauvais chélatants.
1.3.5.3. Mécanisme d’action des antioxydants

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat
en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de

donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérives de phénols.

En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la
délocalisation par résonnance et par manque de position appropriées pour étre attaqué par

I’oxygéne moléculaire (Lanseur, 2017)

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de terminaison capables
de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non
radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant
rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puisse réagir avec un nouvel acide
gras .tandis que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de 1’oxygene singulet

pour la transformer en chaleur (Cillard, 2006).
1.3.5.4. Utilisation des antioxydants

Dans l'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie pour
protéger les métaux de 1’oxydation.

Dans I'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

Dans l'industrie teinturerie : pour éviter I'oxydation des colorants au soufre ou des colorants de

cuve lors de la teinture. (Bouras et Houchi, 2013)
1.3.5.5. Activité antioxydante des huiles essentielles

Les plantes et différentes parties de plantes telles que les fleurs, les tiges et les racines peuvent
étre la source d'antioxydants naturels, notamment les polyphénols, les caroténoides et les
vitamines. Les HE de ces plantes présentent une activité antioxydante en plus de plusieurs

activités biologiques telles que antimicrobienne, anticancéreuse, anti-inflammatoire et anti-age
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(Snoussi et al., 2016 ; Xu et al.,2017 ; Mutlu-Ingok et al., 2020). Récemment, de nombreuses
recherches ont été menées sur l'activité antioxydante de différentes huiles essentielles. Les
teneurs en phénol total (TPC), en flavonoide total (TFC), en flavonol total, en acide phénolique,
en catéchine, en lignane et en tanin des HE ont été les principaux parametres mesurés lors de

I'évaluation des propriétés antioxydantes. (Mutlu-Ingok et al., 2020).

Par ailleurs, les composés d’huiles essentielles étant rapportés comme étant les plus actifs sont
les phénols tels que le thymol et le carvacrol. Leur activité est liée a leur structure phénolique
qui leur conféere des propriétés oxydo-réductrices, et leur permette de jouer donc un réle
important dans la neutralisation des radicaux libres et dans la décomposition des peroxydes
(Braga et al., 2006). Certains alcools, éthers, cétones, aldéhydes monoterpéniques (linalool,
1,8-cinéole, géranial/néral, citronellal, isomenthone, menthone) et monoterpénes (y-terpinéne,

et aterpinoléne) y contribuent également dans 1’activité antioxydante des huiles (Edris, 2007).

I.4. Activités antibactériennes

La premiére mise en évidence de ’action des huiles essentielles contre les bactéries a
été réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1995). Depuis cette période, de nombreuses huiles
ont été définies comme antibactériennes (Burt, 2004). Leur spectre d’action est trés étendu, car
elles agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui développement des
résistances aux antibiotiques (Touré, 2015).

Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a I’autre et d’une souche
bactérienne a I’autre (Kalemba, 2003 ; Avlessi, 2012). Ces huiles peuvent étre bactéricides ou
bactériostatiques (Oussou et al., 2008). Leur activité antibactérienne est principalement
fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils

majeurs (Sipailiene et al., 2006).

1.4.1. Les huiles essentielles comme agents antibactériens

Les huiles essentielles agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles
qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une
huile essentielle a ’autre et d’une souche bactérienne a 1’autre (Kalemba et Kunicka, 2003).
Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les bactéries
Gram négatives. Toutefois, ces derniéres paraissent moins sensibles a leur action que les
bactéries Gram positives. Ceci est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire (Burt,
2004). 1l existe cependant quelques exceptions. En effet, Aeromonas hydrophila (Wan et al.,
1998) et Campylobacter jejuni (Wannissorn et al., 2005) ont été décrites comme parti-
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culiérement sensibles a 1’action des huiles essentielles. La bactérie Gram négative reconnue
comme la moins sensible a leurs effets reste neanmoins Pseudomonas aeruginosa (Dorman et
Deans, 2000).

La nature antibactérienne des huiles essentielles est principalement due a leur fort
contenu en composés phénoliques, a savoir, le thymol, 1’eugénol et le carvacrol. Ce dernier est
le plus actif de tous (Pauli, 2001 ; Zhiri, 2006 ; Kaloustian et al., 2008), suivi des
monoterpénols (géraniol, menthol, linalool, thujanol, myrcénol, pipéritol et terpinéol), des
aldéhydes (néral et géranial) et des monoterpénes (a-pinéne, B-pinene, p-cymene et vy-
terpinene...etc) (Daferera et al., 2000 ; Baranauskiene et al., 2003 ; Burt, 2004 ; Zhiri,
2006).

1.4.2. Mode d’action

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas
clairement élucidé (Burt, 2004). Compte-tenu de la variabilité quantitative et qualitative des
composants des huiles essentielles, il est probable que leur activité antibactérienne ne soit pas
attribuable & un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Bajpai
et Kang, 2010). La principale caractéristique des huiles essentielles est attribuée a
I’hydrophobicité de certains de leurs composants qui leur permet de traverser facilement la
bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire en provoquant une déstabilisation de sa
structure et en augmentant sa perméabilité (Souza et al., 2006). Ces modifications entrainent
des pertes anormales d’ions et de composés intracellulaires et la coagulation du contenu
protéique des cellules (Davidson et Parish, 1989 ; Ultee et al., 2002). Les principales
localisations des sites d’action des constituants des huiles essentielles sont indiquées ci-dessous

(figure 08).

[Coagulaton du cytoplasme |
7 F‘orce protomotrice

= :
S 7 ~ - H
Relarguage des 2
elements
cytoplasmiques:
metabolites et ions

Paroil ATV}
cellulaire

Membrane
cytoplasmique

Protéines
membranaires

Figure 08 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule bactérienne
(Burt, 2004)
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Partie 11

Matériels et méthodes, résultats et discussion
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L’ensemble de ce travail a été effectue au sein des laboratoires suivants :
Laboratoire de Recherche « Eau, Roche et Plantes »
Laboratoire de Valorisation des Substances Naturelles (LVSN)
Laboratoire pédagogique de Biochimie de 1’Université Djilali Bounaama de Khémis
Miliana.

Laboratoire privé d’analyses médicales de Dr Zibouche A. & Ain Defla,

I1.1. Matériels
11.1.1. Matériel végetal

Les plantes utilisées dans le cadre de notre étude sont I’Origanum majorana L. et Mentha

spicata L.

Le matériel végétal est constitué des feuilles des deux plantes sélectionnées. La récolte de
la partie aérienne d’Origanum majorana L et de Mentha spicata a été faite au stade début de
floraison d’une maniére aléatoire au mois de Mars 2022, dans deux régions de la Wilaya de Ain
Defla a savoir, la région de Mekhateria pour la marjolaine et la région de Djendel pour la

menthe.
» Localisation géographique

La région de Djendel est située a 40 km a I’est d’Ain Defla, a une altitude de 310 m, une
latitude de 36° 13' 07" nord et une longitude de 2° 24' 32" est, ce caractérisés par un climat
méditerranéen avec été chaud. Alors que celle de Mekhatria est localisée a 10 km au Nord de
la wilaya de Ain Defla, a une latitude de 36° 18’ 09" nord, une longitude de 1° 57’ 35" est et

une altitude de 275 m ce caractérisés par un climat semi-aride sec et chaud (Figure 09).
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Figure 09 : Localisation des régions de la récolte des lamiacées étudiées (Original, 2022)

11.1.2. Souches microbiennes

Pour cette étude, trois souches bactériennes ont été choisies et proviennent du laboratoire privé
d’analyses médicales de Mr Zibouche (Ain Defla). Deux d’entre-elles sont Gram négatives ;

Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Et une autre Gram
positive Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

11.1.3. Matériel non biologique

L’ensemble du matériel non biologique est illustré dans I’Annexe I.

11.2. Méthodes

11.2.1 Traitements préliminaires des feuilles utilisées

Les échantillons une fois prélevés ont été par la suite, mis dans des sachets en plastique et portés
directement au laboratoire pour étre desséches.

11.2.1.1. Séchage et conservation

Les echantillons et/ou les feuilles de la marjolaine collecté ont été regroupés et mis dans un
endroit sec, ombragé, aéré et a température ambiante, sur une paillasse de laboratoire pendant

21 jours (Figure 10). Devenus secs (Figure 11), ils ont été récupérés dans des sacs en papier

35



Matériel et méthodes

pour servir ultérieurement a I’extraction des huiles essentielles (Yakhlef, 2010 ; Medjekane,
2017).

Figure 10 : Le sechage des feuilles Figure 11 : Les feuilles d’Origanum
d’Origanum majorana (Original, 2022) apres le séchage (Original, 2022)

Pour la menthe, les feuilles, fraichement récoltées, ont été séchées a I’ombre, dans un
endroit sec et aéré pendant environ 15 jours (Figure 12). Devenues seches elles ont été

récupérées dans des sacs en papier jusqu’a utilisation. (Figure 13).

Figure 12 : Séchage des plantes de la menthe Figure 13 : Echantillons de la menthe secs
(Originale, 2022) (Originale, 2022)

11.2.2. Screening phytochimique
Le but est de mettre en évidence la présence ou I’absence des principaux métabolites secondaire
dans les feuilles d’Origanum majorana L. et Mentha spicata L. Les tests sont réalisés soit sur

la poudre, soit sur un infusé préparer. Les tests ont été effectués au laboratoire pédagogique de
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Biochimie ou nous avons caractérisé les différents groupes chimiques en nous référant aux

techniques décrites par Bruneton (1999).

11.2.2.1. Préparation des extraits aqueux

Les extraits aqueux sont des préparations aqueuses a partir des plantes medicinales entiéres ou
des parties de celles-ci, convenablement divisées pour étre plus facilement pénétrées par I'eau
(Cheurfa, 2015). Pour cela, nous avons infusé pendant 15min 20g de la poudre séche de chacun
échantillon dans 200 ml d’cau distillée bouillante. Les infusés ont éte filtré pour produire les

extraits aqueux (Figure 14, 15 et 16).

Figure 16 : Filtration de I’infusé
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11.2.2.2. Caractérisation des principaux constituants chimiques

+ Les tanins:

5 ml d’infusé auxquels on rajoute quelques gouttes d’une solution de Fe CI3 a 5%.
La réaction donne une coloration bleu-noir en présence des tanins (Bruneton, 1999)..

e Lestanins galliques :

A T’aide d’une pipette graduée 5 ml d’infusé sont introduit dans une fiole auxquels 2 g
d’acétate de sodium et quelques gouttes de Fe C13 sont ajoutés.
Aprés agitation, une coloration bleue foncée apparait en présence des tanins galliques
(Bruneton, 1999)..

+ Les alcaloides :

Le test a été réalisé par des réactions de précipitation avec le réactif de Wagner, 1ml de
I’extrait sont mis dans un tube a essai puis, on y ajoute quelques gouttes de réactif de Wagner.
L’apparition d’un précipité rouge-orangé ou brun rougeatre indique un test positif (Vijay et al,
2013).

+ Les flavonoides :

Quelques gouttes d’une solution de 10% d’acétate de plomb sont ajoutées a 1 ml de la
solution d’essai. Il donne lieu a la formation d’un précipité jaune confirmant la présence des
flavonoides (Bhandary et al., 2012).

+ Les saponosides :

Dans un tube a essai, on introduit 2 ml d’infusé auxquels, on rajoute quelques gouttes
d’acétate de plomb. La formulation d’un précipité blanc indique la présence des saponosides.

+ L’Amidon :

A 2g de poudre végétale on rajoute quelques gouttes d’lode (I2). Une coloration bleue
violette est obtenue en présence de I’amidon (Bruneton, 1999).

+ Les glycosides :

A 2g de poudre végeétale on rajoute 10ml de H2SO4. La formation d’une coloration

rouge brigue ensuite violette indique la présence des glycosides (Bruneton, 1999).

11.2.3. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

L’hydrodistillation (water distillation) est la méthode la plus simple et de ce fait, la plus
anciennement utilisée (Mebarki, 2010 ; Abdelli, 2017).
Le principe consiste a porter a ébullition dans un ballon, un mélange d’eau et de plante dont on

souhaite extraire 1’huile essentielle. Les cellules végétales éclatent et libérent les molécules
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odorantes, lesquelles sont alors entrainées par la vapeur d’eau créée. Elles passent par un
réfrigérant a eau ou elles sont condensees, puis sont récupérées dans un récipient (Bruneton.,
1999).
» Mode opératoire :

Cette méthode consiste a introduire 50g de matiere végétale (Figure 14), dans un ballon de
1 L contenant 600 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a ¢bullition pendant 1h30 a I’aide
d’une chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essentielle, traversent le réfrigérant et se
condensent ainsi avant de chuter dans une ampoule de décantation, I’huile se sépare par la suite
de I’eau par différence de densité (Mebarki, 2010 ; Abdelli, 2017).

Figure 17 : Une masse de 50 g des feuilles séches de la marjolaine et de la menthe (Original,
2022)
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Figure 18 : Hydrodistillateur de type Clevenger (Original, 2022)

11.2.3.1 Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles obtenues aprés extraction des feuilles d’Origanum majorana L.
et de Mentha spicata L. ont été conservees dans des eppendorfs bien fermés et couvert d’un
papier aluminium a ’abri de la lumiére puis conservé dans un réfrigérateur a 4°C jusqu'a son

usage pour les tests chimiques et biologiques.

11.2.3.2. Rendement des extractions
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE), est défini
comme étant le rapport entre la masse d'huile essentielle obtenue aprés extraction (MHE) et la

matiére végétale utilisée (MS) (Benbouali, 2006). 1l est donné par la formule suivante :

RHE (%) = MHE / Ms.100

RHE : Rendement de I'huile essentielle d’Origanum majorana L et de Mentha spicata L en %.
MHE : Masse de I'huile essentielle obtenue en gramme.
MS : Masse en gramme de la matiére végétale seche.

» Rendement moyenne

RHE= (RHE1+RHE2+RHE3+...+Ri)/n

n : le nombre des extractions.
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11.2.4. Caractérisation des huiles essentielles
11.2.4.1. Caractérisation organoleptique

Chaque huile essentielle est caractérisées par ces caracteres organoleptique tels que :
I'odeur, I'aspect physique et la couleur (Bentchicou, 1999 ; Hameurlaine, 2009).
L'aspect physique : lI'aspect d'une huile dépend des produits qui la constituent, elle peut apparaitre
sous forme liquide, solide ou bien semi solide.
L’odeur : elle appartient aux sens chimiques les plus sensibles.
La couleur : la coloration d'une huile essentielle dépend des produits qui la constituent, donc la

couleur change d'une huile essentielle & une autre ; elle peut étre déterminée a 1'ceil nu.

11.2.4.2. Détermination des propriétés physico-chimiques

Aujourd'hui, les propriétés physico-chimiques des HE (densité, indice de réfraction,
indice d'acide, indice d'ester) sont exigées pour leur évaluation commerciale (EI Abed et
Kambouche, 2003).

11.2.4.2.1. Les propriétés physiques

% L'indice de réfraction (NF T 75 112,1977)

L'indice de réfraction est le rapport de la vitesse d'un rayon lumineux (la raie D du sodium
589 nm) dans le vide et sa vitesse dans le milieu. Autrement dit, c'est la mesure de la réfringence
d'un corps donné par rapport a la raie D de sodium.

» Mode opératoire

Régler le réfractometre en mesurant I'indice de réfraction de I'eau distillée qui doit étre de
1,333 a 20°C. Ouvrir le prisme secondaire et déposer 2 a 3 gouttes de I'échantillon liquide sur
la partie centrale du prisme principal. Fermer ensuite doucement le prisme secondaire.
L'échantillon s'étale entre le prisme principal et le prisme secondaire en un film mince.
Attendre que la température soit stable a 20°C et effectuer la mesure.

L'indice de réfraction (IR), a la température de référence t est donnée par I'équation suivante :

120 = It + 0.00045 (t — 20C°)

120 : indice & 20°C.
It : indice & la température de chambre.

t : température de mesure.
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% LepH

Le pH est exprimé par une valeur numerique. Il indique si une solution est acide ou basique,
et représente aussi la concentration en ions hydrogéne d’une solution aqueuse (Melet et

Benchabane, 1997). Le pH est déterminé a l'aide d'un papier pH.
11.2.4.2.2. Les propriétés chimique des huiles essentielles

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 (NF T 75 103,1982)

L'indice d'acide est le nombre qui exprime en milligramme la quantité d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans un 1g de substance.
Mode opératoire
Peser 0.5g d'HE. Introduire la prise d'essai dans un ballon. Ajouter 5ml d'éthanol a 95% et 2 a
3 gouttes de phénolphtaléine. Titrer le liquide avec la solution d'hydroxyde de potassium (0,1N)
jusqu'a I'obtention d'une couleur rose persistante pendant 30 secondes. Noter le volume de la
solution d'hydroxyde de potassium utilisé. L'indice d'acide (I.A) est donné par I'équation

suivante :

IA=5.61 (v/m)

v : volume (ml) de la solution d’hydroxyde de potassium utilisé pour le titrage.
m : masse de la prise d'essai.
11.2.5. 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 contréler leur qualité et de les valoriser (Paolini, 2005).

L’analyse des huiles essentielles et I’identification de 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 contrdler les huiles essentielles
fréqguemment utilisées pour séparer les constituants des huiles essentielles. Elle est basée sur les
differentes affinités des substances a analyser par rapport a deux phases, I'une stationnaire,

I'autre mobile. Selon la technique chromatographique utilisée, la séparation des composants
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entrainés par la phase mobile résulte soit de leurs adsorptions et de leurs désorptions successives
sur la phase stationnaire, soit de leurs différentes solubilités dans chaque phase et il en existe
plusieurs techniques (Bouchekrit, 2018).

11.2.5.1 Analyse de composition chimique des huiles essentielles par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM)

La CPG couplée ala 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 Il'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
compose 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. Apres séparation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux charges
électriques transportées. Finalement, I'outil informatique enregistre les données provenant du
spectrometre 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 référence contenus dans les bibliothéques 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 diamétre interne, épaisseur de film de 0,25 pum) connecté a un spectrométre
de masse sélectif 5973 INERT HP5MS, dont les conditions opératoires sont les suivantes:
- Latempérature de la source d'ionisation : 230 °C,
- Latempérature du quadrip6le : 150 °C
- Latempérature de l'injecteur : 220 °C.
- Latempérature du four GC est maintenue a 35°C pendant 9 min, puis augmentée de 3°C / min a
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.
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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 méthyléne). 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 C8-C20 (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. min a 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 debit 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 C8-C20 (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.

11.3. Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles d’Origanum majorana
et Mentha spicata
La méthode de diffusion sur gélose a été utilisée pour mettre en évidence I’activité
antibactérienne. Une suspension bactérienne de 18 a 24 heures de chaque souche bactérienne
est préparée avec 1’eau physiologique (Na CI). Des boites de Pétri contenant la gélose de
Mueller Hinton sont inoculées. A la surface de chaque boite on dépose un disque de papier filtre
(papier de Whatman) stériles de 6 mm de diametre imbibés par 10 pl de différentes
concentration d’huile essentielle supplémentée de DMSO (HE pure, 1/2, 1/4). L’ensemble est
incubé pendant 24 heures & 37°C. Cette méthode est dite I’aromatogramme.

Apres 24 heures d’incubation, une zone ou un halo clair est présent autour du disque si
I’huile essentielle inhibe le développement microbien. Dans la technique de diffusion il y a une

competition entre la croissance de la bactérie et la diffusion du produit a tester (Belkhiri, 2015).
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11.3.1. Isolement des souches bactériennes

On a fait un prélévement des souches bactériennes qui sont testés par anse et ensemences
selon la méthode de stries sur une boite de Pétri coulée par gélose nutritive puis incuber a 37C°
pendant 24 heures, pour 1’obtention des souches pures et jeunes.

11.3.2. Préparation des milieux de culture

La gélose Mueller —Hinton est préparée en dissolvant 389 de poudre de gélose dans 1L d'eau
distillé dans un ballon placé sur un agitateur plaque chauffante. La gélose dissolue est versée
dans des flacons puis stérilisées dans l'autoclave a 120C° pendant 20mn, et en fin conservée
dans le réfrigérateur a 4C° avant utilisation milieu Mueller —Hinton .est fondu dans un bain

marie a 95C°.
Le mode opératoire est comme suit :

v Couler la gélose de Mueller-Hinton dans les boites de pétrie jusqu’a 2mm d’épaisseur.
v’ Préparation de I’inoculum : A partir des boites contenant les germes pathogénes

(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa).

A partir des pré-cultures congelées, on racle 3 colonies a l'aide d'une pipette pasteur, puis
on la décharge dans un tube qui contient I'eau physiologique stérile. On dépose 3 a 5 gouttes de
suspension bactérienne, préparer sur la gélose coulée dans un boite de pétrie, on obtient ainsi,

un étalement uniforme en nappe.

e Préparation des dilutions de I'HE : On prépare 2 tubes en verre stériles (1/2,1/4) ; le
premier contient 500ul de DMSO et 500 ul de diluant .On ajoute dans le deuxieme tube (1/4)
500 pul du premier tube (1/2) et 500 ul DMSO. Les tubes sont par la suite bien agités

e Préparation des disques : Le papier Whatman est coupé en disques de 6mm, qui doivent
posséder un contour régulier pour donner une zone d'inhibition que I'on peut mesurer facilement

Ces disque sont stérilisés dans un autoclave pendant 20minutes a120°C.

e Application des disques : On utilise une pince stérile pour mettre les disques dans le
boite de pétrie, a I'aide d'une micropipette on imbibe chaque disque par 10ul d’échantillon : le
premiére disque pour I'huile essentielle pure, et le deuxieme pour la dilution 1/2, et la troisieme

pour la dilution 1/4. Les boites de petri sont incubés a 37C° pendant 24 heures.
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‘ b_\(:\,_.———- Boite de Pétri

Souches test

Milieude culture galosé

Disque imbibée d"HE

. Croissance microbienne

Figure 19 : Illustration de la méthode d'aromatogramme (Amara et al., 2017)

e Lecture de I'aromatogramme

La lecture se fait apres incubation a 36-37°C pendant18h a 24h, on mesurant le diametre de
zone d’inhibition autour de chaque disque en millimétre ; D’aprés Ponce et al. (2003). Les
résultats peuvent étre symbolises par des signes selon la sensibilité des souches vis a vis de
huiles essentielles (Bouguerra et al., 2014)
e Extréme sensible (+++), ZI > 20mm ;
e Tres sensible (++) ,15 mm <ZI1>19 mm ;
e Sensible (+), 9 mm <ZI > 14 mm,

e Non sensible (-), ZI < 8mm.

11.4. Evaluation de P’activité antioxydante des huiles essentielles par le test de DPPH

En présence d’antioxydant, 1’électron célibataire du radical DPPH est piégé soit par
liaison a un atome d’hydrogene 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 20), dont I’intensité de la coloration est inversement

proportionnelle a la concentration des antioxydants présents dans le milieu. Cette décoloration
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représente la capacité d’échantillon de piéger ce radical (Kahouli, 2010 ; Bouzabata, 2015;
Bouchekrit, 2018).
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DPPH radical reguced |

Figure 20 : La forme radicale du DPPH et sa réduction par un antioxydant
(Bouchekrit, 2018)
» Mode opératoire

La capacité de l'extrait de plante a piéger les radicaux libres 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPH) a été évaluée en utilisant la méthode décrite par (Bouhaddouda,
2016), suivi du calcul de I’IC50. La solution mére de 1'extrait de plante a été préparée dans du
méthanol pour atteindre la concentration de 2000 pg / ml. De plus, des dilutions au double ont
été effectuées pour obtenir des concentrations différents de 1000 pug / ml a 7,81 pg / ml. Des
solutions diluées d'extrait (500 pl chacune) ont été mélangées avec 500 ul de solution
méthanoique de DPPH (80 pg/ml).

Apres 30 minutes dans I'obscurité a température ambiante, I'absorbance a été lue dans
un spectrophotometre a 515 nm. Les échantillons témoins consistaient en 500 ul de méthanol
ajoutés a 500 pl de solution de DPPH. L'acide ascorbique a été utiliseé comme témoin positif.

L’activité antioxydante est exprimée comme le pourcentage d'inhibition calculé en

utilisant 1’équation suivante :

Activité Antioxydant (%) = 100 x [(A contrdle — A échantillon) / A
contréle]

; Ou:
A controle : représente 1’absorbance de 1’échantillon contréle.

A échantillon : représente I’absorbance de I’huile essentielle.
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La concentration inhibitrice (IC50) est la concentration de I’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Elle est calculée a partir du graphe de I'activité
antioxydant (en %) en fonction de différentes concentrations de I'extrait testée. Une faible

valeur d’IC50 indique une forte capacité de I'extrait a agir comme piégeur du DPPH.
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Screening phytochimique

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique des parties aériennes des deux espéces
sélectionnées, par des réactions qualitatives de caractérisation, a permis de mettre en évidence la
présence de différents groupes chimiques. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 07

Tableau 07 : Les résultats du screening phytochimique

Composés phytochimiques recherchés | Origanum majorana L. | Mentha spictata L.
Tanins + +
Tanins galliques + +
Alcaloides - -
Flavonoides + +
Saponosides + -
Glycosides + +
Amidon - -

+ : Présence ; - : Absence.

Les résultats des tests phytochimiques (tableau 07) ont révélé la présence de plusieurs
composés phytochimiques tels que les tanins, tanins galliques, les flavonoides, les saponosides,
et les glycosides. Cependant, les deux espéces se sont caractérisées par 1’absence totale des

composés azotes (les alcaloides) dans leurs parties aériennes.

Ces résultats sont en accord avec ceux d’Al-Howirini (2009) et Vasudeva (2015) qui ont révélé
la présence et I’absence des mémes groupes chimiques dans les feuilles d’Origanum majorana.
La présence de ces métabolites secondaires au niveau de la plante étudié explique son fort
pouvoir thérapeutique. Effectivement, les tanins, les flavonoides, les saponosides possedent
plusieurs propriétés bénéfiques pour la santé notamment les propriétés antioxydantes, anti
inflammatoires et antimicrobiennes (Bouhaddouda et Labiod, 2016). Ces résultats justifient

la large utilisation de cette plante en médecine traditionnelle par la population locale.

Par contre, Zaidi et Dahiya (2015) en analysant les constituants phytochimiques de I’extrait
des feuilles de Mentha spicata ont révélé la présence des alcaloides et I’absence des tanins. Ces

résultats sont en désaccord avec les notres.

Toutefois, ces résultats peuvent étre expliqué par une différence au niveau de plusieurs

parametres soient géographiques, physicochimiques ou biologiques tels que : la différence du
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site de récolte y compris I’environnement de la plante, la lumiére, les précipitations, la
topographie, la saison, type de sols, période de récolte, le patrimoine génétique, la procédure
d'extraction utilisée, la partie de la plante étudiée ou leurs produits phytochimiques (Malik et
al., 2012 ; Sujana et al., 2013 ; Akhtar et al ., 2015).

I111.2 Rendements en huiles essentielles

L’extraction de 1’huile essentielle des feuilles d’Origanum majorana et Mentha spicata
par hydrodistillation, a donné un rendement de 1.493% et 1.208%, respectivement. Nous avons
rassemblé dans le tableau 08, les rendements obtenus de différents travaux réalisés en Algérie

et dans quelques pays, afin de pouvoir faire une étude comparative avec notre résultat.

Tableau 08 : Rendements en huiles essentielles en Algérie et dans le monde

Espéces Origine Rendements Références

Maroc (Meknes) 2.19% El idrissi et al. (2014)

HE Egypte 0.73% Ragab et al. (2019)

. _ Tunisie 1.7% Ben Salha (2020)

Origanum majorana
Algérie 1.158% Djebali et Khalfaoui ( 2020)
(Oued Souf)

HE Algérie (Bejaia) 1.1% (Brahmi et al., 2016

Mentha spicata
Algérie (Setif) 0.9% (Boukhebti et al. ,2011)

Nous constatons d’aprés le tableau 08, qu’en Algérie, le rendement le plus élevé a été
obtenu par notre huile essentielle de la région d’Ain Defla (1.493%) suivi par celui de la région
d’Oued Souf (1.158%) (Djebali et Khalfaoui, 2020).

En dehors de 1’Algérie, le plus grand rendement en huile essentielle est obtenu par la
marjolaine originaire du Maroc (2.19 %) (El idrissi et al., 2014), il est d’ailleurs nettement plus
important que les rendements de I’espéce algérienne. Il est suivi par celui obtenu en Tunisie
(1.7 %) (Ben Saha, 2020). tandis que le taux le plus faible est celui de I’Egypte qui est de I’ordre
de 0.73 % (Ragab et al., 2019),

La meéthode appliquée dans notre étude est celle de Clevenger qui est décrite dans la
Pharmacopeée europeenne et dans la 9éme éedition de la Pharmacopée francaise, caractérisee par
un rendement plus élevé. Ceci dit, le taux obtenu dans ce présent travail peut étre justifié par

les conditions climatiques du milieu de culture qui est sec.
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La variations dans les rendements d’extraction peut également étre attribuée a plusieurs
facteurs dont essentiellement, 1’origine, 1’espéce, la période de récolte, la durée de séchage,
cycles végétatifs, la technique d’extraction d’HE (Russo. et al ; 1998 ; Van Damme, 2001 ;
Karousou. et al., 2005 ; Loziene. et al., 2005 ; Pibiri, 2005 ; Curado. et al., 2006).

Par ailleurs, le rendement d’extraction de la menthe (Mentha spicata) est de 1’ordre de
1.208 %. Un taux nettement supérieur a ceux trouvés dans d’autres régions, Bejaia avec un
rendement de 1.1% (Brahmi et al., 2016), Sétif de 0.9% (Boukhebti et al.,2011).

Ces variations de teneurs peuvent étre dues a plusieurs facteurs notamment la saison de récolte
et les conditions environnementales (Hussain et al., 2010) ; I’écotype, la phénophase, la
température, I'humidité relative, la photopériode, 1’éclairement, le génotype et les conditions
agronomiques (plantation, temps de récolte et densité des cultures) ( Snoussi et al., 2015).
111.3. Caractérisation des huiles essentielles

111.3.1. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques de nos huiles essentielles sont présentées dans le
tableau 09 et la figure 21.

Tableau 09 : Caractéristiques organoleptiques de nos huiles essentielles.

ractéristique

Espéces Odeur Couleur Aspect physique

Fortement aromatique, avec | Jaune foncé Liquide
une saveur piquante,
Origanum majorana | caractéristique de 1’origan

Aromatique acre, Jaune péale Liquide
Mentha spicata caractéristique de la menthe.
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Figure 21 : Aspect des huiles essentielles des deux plantes (a) Origanum majorana et (b)
Mentha spicata
Apres I’extraction nous avons obtenus une huile essentielle liquide de couleur jaunatre
a brun foncé avec une odeur fortement aromatique, avec une saveur piquante et caractéristique
de I’origan. Ces résultats sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR (2000).
Quant a I’huile essentielle de la menthe, elle présente un aspect un liquide incolore a
jaune péle avec une odeur aromatique acre, caractéristique de la menthe. Ces résultats sont

semblables a ceux trouves dans la littérature (Bardeau, 2009 ; Sylvain, 2010).
111.3.2. Caractéristiques physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques telles que : l'indice de réfraction, le pH, l'indice d'acide,
l'indice d'ester...etc., constitue un moyen de vérification et de controle de la qualité de 1'huile
essentielle (AFSSAPS, 2008).

Les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles analysées ont été déterminées
selon les normes de l'association francaise de normalisation (AFNOR). Les moyennes des

parameétres étudiés sont représentées dans le tableau 10
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Tableau 10 : Caractéristiques physico-chimiques de nos huiles essentielles.

Parametres physico-chimiques Résultats obtenues | Résultats obtenues
Origanum Mentha
Indice
Indice chimique d’acide 1.54 1.12
Indice de
réfraction 1.5 1.48
Indices physiques
PH 02 4.5

- Les indices chimiques

Pour la menthe I’indice d’acide n’a été indiqué que par Bardaweel et al. (2018) et Sulieman
et al. (2011) dont la valeur trouvée par ce premier (1.30) est nettement supérieure a celle
trouvée par ce deuxiéme (0.0614).

Ce paramétre donne une idée sur le taux d’acides libres, nous constatons que 1’huile
essentielle de M. spicata et d’O. majorana contiennent un faible taux, qui de plus est, inférieur
a 2, ce qui indique selon AFNOR (2000), une preuve de bonne conservation des 2 huiles
essentielles.

- Les indices physiques
e L’indice de réfraction (IR)

L’indice de réfraction de I’HE d’Origanum majorana obtenu est de 1,5. L’indice de réfraction
variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes en dérivés oxygénés. Une forte teneur
en monoterpenes donnera un indice élevé. (Mazouz et Hahdaoui, 2010)

e LePH

Le pH indique que notre huile essentielle est presque neutre. Cette conformité est dus a la pureté
de notre I’huile (bien séparé de 1’eau). Le pH d’extrait aqueux de la plante est proche du pH de
I’HE, ce qui montre que I’HE de 1I’Origanum majorana L. influe sur le pH de ce dernier.

Les propriétés physiques de I’échantillon de I’HE de Mentha spicata analysé oscillent dans des
intervalles comparables aux normes témoignant ainsi la bonne qualité de notre huile essentielle
(AFNOR).

I11.4. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles par CG-MS

111.4.1. Analyse de I’huile essentielle de I’origan (marjolaine) par CG-MS
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La composition chimique de I’huile essenticlle a été analysée a 1'aide de CG-MS, ce qui a permis
de comparer les temps de rétention relatifs et les spectres de masse des composants de I'huile
avec ceux stockés dans les données de la Wiley Mass Spectral Library. Les composés identifiés

et leurs proportions relatives sont répertoriés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Composants de ’'HE d’Origanum majorana L.

Name Temps de | Pourcentage de
rétention (min) | Concentration (%o)

Thujene <alpha-> 7.051 0.23
alpha-Pinene dimer 7.231 1.41
1-Octen-3-ol 8.323 0.20
Amyl ethyl ketone 8.516 0.05
Myrcene 8.633 0.84
3-OCTANOL 8.745 0.05
a-Phellandrene 9.008 0.13
(+)-3-Carene 9.167 0.04
a-Terpinene 9.325 1.53
Cymene <para-> 9.527 3.44
Limonene 9.647 0.42
Ocimene <(E)-, beta-> 10.123 0.04
y-Terpinene 10.445 13.12
1-NONEN-3-OL 10.942 0.06
a-Terpinolene 11.224 0.11
Linalool 11.481 1.51
Borneol 13.297 0.06
Terpinen-4-ol 13.575 0.20
O-Acetylthymol 16.364 6.80
D-(+)-Carvone 16.673 67.61
a-Gurjunene 19.309 0.26
Caryophyllene 19.549 0.22
(-)-Spathulenol 19.993 0.18

Au vu de ces résultats, I’analyse chromatographique par CG-MS de I’huile essentielle

marjolaine a permet d’identifié 32 composés ce qui représente 100 % de I'huile essentielle
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compléte. L'huile est composée majoritairement de vingt-quatre composés monoterpéniques
(98.9 %) et de huit composés sesquiterpéniques (1.1 %). Cette huile était caractérisée par la
présence de D-(+)-Carvone (67.61%), y-Terpinene (13.12%), O-Acetylthymol (6.80%), p-
cymene (3.44%), a-Terpinene (1.53%), Linalol (1.51%), a-pinene (1.41%), Myrcene (0.84%),
Limone (0.42%), Ledene (0.34%), a-Gurjunene (0.26%), a-Thujene (0.23%), et Caryophyllene
(0.22%).

Ahmed Abd EI Malek et Yagouni (2017), ont analysé par chromatographie en phase
gazeuse couplée a spéctrométrie de masse (CG-MS) I’huile essentielle d’Origanum majorana
de la région de Ben Allal (Ain Defla). L’huile était trés riche en 4-terpinéol (13.94%),
terpinoléne (9.43%), o —Therpinéne (8.80%), Sabinene (5.14%), et y —Terpinéne (4.78%).

Par ailleurs, Chenna et al, (2018) ont rapport¢ que I’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-terpinene (2.6%) et 3-carene (1.77%)

Quant a I’analyse par GC/SM de I’HE d’O. majorana récoltée au mois de juillet a El-
Oued par Bernaoui et Louetri. (2018), a révélé que les principaux composés présentés dans
I'nuile 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%).

Les données ci-dessus peuvent étre importantes dans la classification
chimiotaxonomique de I'O.majorana Algerien. Dans le méme temps, la plante Algérienne a

donné un excellent rendement qui peut étre attribué a des facteurs environnementaux.

En outre, Nahida et al. (2007) ont rapporté que les composés les plus importants de
I'nuile essentielle des feuilles d'Origanum majorana étaient respectivement le terpinene-4-ol
(47,4 %), le y-terpinéne (16,4 %), 'a-terpinéne (7,9 %) et 'a-terpinéol (6,4 %). Nos résultats

montrent une forte similarité avec ces recherches.

Soliman et al. (2009) ont rapporté également que l'analyse par GC/MS de I'huile
essentielle d’Origanum majorana cueillis en Egypte a permis d'identifier 15, 15, 11 et 14

composants dans les huiles préparees respectivement au printemps, en été, en automne et en
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hiver. La composition des huiles essentielles différait quantitativement et qualitativement selon
le moment de la collecte. Le thymol (38,4 %) et I'nydrate de cis-sabinéne (25,3 %) étaient les
principaux composants des plantes printaniéres. Le terpinéne-4-ol (37,4 %, 20,5 %, 16,3 %)
était un composant majeur dans les huiles d'été, d'automne et d'hiver, respectivement. L'hydrate
de cis-sabinene (54,4%) était un élément majeur dans les plantes d'hiver tandis que le
terpinoléne (43,1%) était le principal composant des plantes d'automne. D'autres composants
détectés en quantités inférieures dans tous les échantillons d'huile étaient le sabinéne et le p-
cymeéne (jusqu'a 7,4 % et 13,9 % en automne) et l'a-terpinene (jusqu'a 13,3 % en été). Ces
résultats sont en accord avec les notres, vu la présence de ces composeés dans la marjolaine
récoltés a Ain Defla.

De plus, Mossa et Nawwar (2011) ont rapporté que les composants les plus importants
étaient le 4-terpinéol (29,97 %), le y-terpinene (15,40 %), I'nydrate de trans-sabinéne (10,93),
l'a-terpinene (6,86 %) et le 3-cyclohexene-1-1 méthanal,a,a4 -triméthyl-,(S)-(CAS) (6,54%).
IIs constituaient environ 69,70% du total des huiles essentielles.
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 I’HE de la marjolaine d’origine égyptienne a montré que le
terpinen4-ol (31%) était le principal composé, suivi du cis-sabinene hydrate (16%), y-terpinene
(13%), a-terpinene (6%) et sabinene (6%) (SedlaFikova et al., 2017). Tandis que dans 1’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).

Au meilleur de nos connaissances, il existe de nombreuses recherches sur la composition
chimique des huiles isolées des especes d'Origanum (Falco et al., 2013 ; Morshedloo et al.,
2018). Ces recherches indiquent que la composition chimique de I'huile d'Origanum existe sous
deux formes, l'une contient du terpinéne-4-ol et du sabinene hydrate comme composants
majeurs tandis que l'autre contient du thymol et/ou du carvacrol comme composés
prédominants.

L'huile essentielle de marjolaine a montré que la composition aromatique volatile varie selon
I'origine de la plante, les différentes conditions environnementales et climatiques, a la période
de récolte, des phases végétatives, des méthodes d'extraction et de quantification, des conditions

de séchage et la partie de la plante analysee (Semiz et al., 2018; Hajlaoui et al., 2016).
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111.4.2. Analyse de I’huile essentielle de Mentha spicata L. par CPGMS

L’analyse chromatographique par CG/MS de I’HE de la menthe provenant de la région de

Djendel (Mentha spicata) a permis d’identifier composés (%). Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Composants de ’HE de Mentha spicata L.

Pics | Nom du composé Temps de | Pourcentage
rétention |de

concentration

2 Camphene 6.443 0.06

4 | Sabinene 7.291 0.24

5 B-Pinene 7.374 0.39

6 Camphene 7.596 0.05

7 Myrcene 7.877 0.23

8 3-OCTANOL 8.044 0.18

11 | Myrcene 8.623 0.19

13 |3-OCTANOL 8.734 0.15

14 | p-Cymene 8.902 0.08

16 |Eucalyptol 9.139 2.45

19 |Eucalyptol 9.731 2.06

Total identifié :

Monoterpénes : 77.67 %
Sesquiterpenes 20.28 %
Autres : 2.05 %

Les résultats de I'enquéte par CG-MS de I'huile essentielle de M. spicata est présenté dans

le tableau 1 et la figure 1. Selon ces résultats, 78 composés ont été identifiés par GC-MS,

représentant 97,95 % de I'huile essentielle entiere. Les monoterpénes représentent 77.67 % de

I'nuile essentielle, les sesquiterpénoides 20.28 % et le pourcentage restant (2.05 %) est constitué

d'alcools aliphatiques, d'aldéhydes, d'esters, d'hydrocarbures et de cétones. Les principaux

composants étaient la carvone (43.05%), neo-iso-dihydrocarveol (8.53 %), le limonéne
(6.68%), transcarveol (4.84%), D-Germacrene (4.93%), Eucalyptol (4.51%), terpinene-4-ol
(1.85 %) le caryophylléne (1,64%), trans-4-thujanol (1.47%), le cis-dihydrocarvone (0,49%),

et le p-menth-2-en-1-ol (0.06% ) Nos résultats sur les composés chimiques les plus abondants
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de I'huile essentielle de M. spicata collectés dans le nord-ouest de 1’ Algérie sont conformes aux
études précédentes (Shahi et al., 2007 ; Shahbazi, 2015).

Chauhan et al. (2009) ont rapporté que les carvones étaient les principaux composants de

I'nuile essentielle collectée en Inde. Les autres constituants de leur huile essentielle étaient le
limonéne, le 1,8-cinéole, le Z-B-ocimene et le cis-muurola-4. De méme pour Mahboubi et
Haghi (2008) ; Sertkaya et al. (2010) ont rapporté que les carvones étaient les principaux
constituants de I'huile essentielle de M. spicata. De plus, Govindarajan et al. (2012) ont étudié
la composition chimique de M. spicata obtenu a Tamil Nadu, en Inde, et ont rapporté que le
carvone (48,60 %), le cis-carvéol (21,30 %) et le limonene (11,30 %) étaient les principaux
composants. Contrairement a nos résultats, Telci et al. (2010) ont étudié I'activité
antibactérienne et la variation environnementale de la composition chimique de M. spicata et
ont indiqué que la pulégone et la pipéritone étaient les principaux composants.
En regle générale, les différences observées dans la composition chimique de I'huile essentielle,
par rapport aux études précédentes, pourraient étre attribuées a plusieurs facteurs, notamment
les différentes méthodes utilisées pour I'extraction de I'huile essentielle, les conditions
géographiques, le climat et les variations saisonnieres, ainsi que I'espéce et le stade. de la
croissance des plantes et du traitement des matiéres végétales avant I'extraction de I'huile (Brut,
2004 ; Brut et al., 2005 ; Mahboubi et Haghi, 2008 ; Liang et al., 2011, Moosavy et Shavisi,
2013)

111.5. Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles

L'action et l'activité antibactérienne des huiles essentielles d’Origanum majorana et de
Mentha spicata s'appliquent sur trois bactéries, que ce soit a Gram positives ou a Gram
négatives. Les résultats de cette étude sont mentionnés dans le tableau 13 et le figure 22, 23,
24 et 25
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Tableau 13 : Résultat de I’activité antibactérienne de I'nuile essentielle d " Origanum

marjorana et Mentha spicata en exprimés par le diametre de la zone d’inhibition en mm

Origanum majorana Mentha spicata
Souches

bactériennes | HE pure | 1/2 1/4 HE pure | 1/2 1/4
Staphylococcus | 45 mm 50 mm 15 mm 13 mm 31 mm 40 mm
aureus (+++4) (+++4) (++) (+) (+++) (++4)
Pseudomonas | 11 mm 25 mm 15 mm 06 mm 13 mm 06 mm
aeruginosa (+) (+++) (++) ) (+) )
Escherichia 30 mm 34 mm 20 mm 7 mm 30 mm 25 mm
coli (+++) (+++) (+++) ) (+++) (+++)

(+++) Extréme sensible, (++) Trés sensible, (+) sensible, (-) Non sensible.

111.5.1. Résultats de ’aromatogramme

e Pour origan

L’HE de I’origan a présenté, in vitro une bonne activité inhibitrice sur la croissance des
trois souches bactériennes, les zones d’inhibitions obtenues oscillent entre 50, 25 et 34 mm
pour les disques imbibés dans I’HE dilué (1/2).

Les reésultats obtenus montrent également que I’HE pure d’Origanum majorana a une
activité antimicrobienne importante vis-a-vis des souches testées. Parmi la bactérie Gram +,
c’est Staphylococcus aureus qui a été extrémement sensible (+++) inhibée fortement par I’'HE
étudiée avec une zone d’inhibition de 45 mm

Concernant les bactéries Gram négatives, les deux souches se sont avérées étre sensibles
a I’action de I’HE pure de la marjolaine avec des zones d’inhibition de (30mm) pour
Escherichia coli et (11mm) pour Pseudomonas aeruginosa.

D’apreés ces résultats on remarque qu’indépendamment de la nature de I’huile essentielle

ou de sa concentration, les bactéries a Gram(-) présentent une certaine résistance.
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Les résultats obtenus par Ben Salha (2020) révelent que les huiles essentielles de la marjolaine se
comportent de la méme maniére contre la croissance des bactéries Gram + (Staph 2), les bactéries
Gram — (AH2, E.coli, S.typhi, P.aeru, V.algi, V.angui) et la levure (C.albi). Ces résultats sont en
désaccord avec plusieurs travaux antérieurs signalant que les agents antibactériens sont
généralement plus actifs sur les bactéries Gram + comparativement aux bactéries Gram —. En effet,
cette résistance des bactéries Gram- est en relation avec la nature de leurs membranes externes
(imperméable a la plupart des agents biocides) (Faucher et Avril, 2002 ; Aiche-Iratni, 2016).

Cette observation est également rapportée vis-a-vis des huiles essentielles.

e Pour Mentha spicata

Les figures 22,23, 24, 25 ainsi que le tableau 12, montrent que I’huile essentielles pure et
les dilutions (1/2 et 1/4) ont exercé un effet inhibiteur (+) sur les trois souches bactériennes
testées. Ceci dit les souches bactériennes ont été plus sensibles a la dilution (1/2) de I’huile
essentielle.

La souche la plus sensible est Staphylococcus aureus étant donné que le diametre de la
zone d’inhibition est le plus grand (31 mm), suivi de tres trés prés par Escherichia coli, avec un
diamétre de 30mm, et enfin Pseudomonas aeruginosa avec seulement 13 mm de diamétre ;
faisant de celle-ci la souche la moins sensible par rapport aux deux autres. Nos résultats sans

tout d’accord avec celle de Laggoune et al. (2016), Saba et Anwar (2018).

Par ailleurs, dans cette étude, les diamétres des zones d’inhibition varient d’un échantillon d’huile
a I’autre, ils dépendent essentiellement de la capacité de diffusion des différents composés contenus
dans le milieu gélosé. D’ou, cette variation est attribuée a la variation de la composition chimique

et a la polarité des substances diffusibles (Carneiro et al., 2008).

Fait intéressant, les rapports de la littérature sur l'association entre la composition
phytochimique de I'huile essentielle et son activité antimicrobienne s'averent étre en grande
cohérence avec les résultats de la présente étude. En particulier, les monoterpénes oxygénés ont
été manifestement signalés comme de puissants agents antimicrobiens dans la composition de
plusieurs huiles essentielles (Bardaweel et al., 2018). De plus, il a été demontré que le 1,8-
cinéole et les sesquiterpenes présentent une activité antimicrobienne considérable contre un
large éventail de bactéries Gram-positives et Gram-négatives (Bardaweel et al., 2018).
Cependant, comme les huiles essentielles contiennent de multiples composants, leurs activités
antimicrobiennes sont plutbt dues aux effets additifs, synergiques ou antagonistes des
composants individuels.
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Escherichia coli ATCC 25922
Figure 22 : Sensibilité des souches bactériennes Gram negatives testées vis-a-vis de

I’huile essentielle de I’Origanum majorana (Originale, 2022)

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Figure 23 : Sensibilité de la souche bactérienne Gram positif testée vis-a-vis de I’huile

essentielle de I’Origanum majorana (Originale, 2022)
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Figure 24 : Sensibilité des souches bactériennes Gram negatives testées vis-a-vis de
I’huile essentielle de Mentha spicata (Originale, 2022)

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Figure 25 : Sensibilité de la souche bactérienne Gram positif testée vis-a-vis de I’huile

essentielle de Mentha spicata (Originale, 2022)
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I11. 6. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro par le test de DPPH
Les activités antioxydantes des huiles essentielles (Origanum majorana et Mentha spicata) et

celle de I’acide ascorbique sont illustrée sur les figures 26 et 27.

Vitamine C
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Figure 26 : Pouvoir antioxydant de 1’acide ascorbique (vitamine C) par la méthode du

piégeage du radical libre DPPH-
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Figure 27 : Pouvoir antioxydant de I’HE Origanum majorana et I’HE Mentha spicata par la
méthode du piégeage du radical libre DPPH- .
Les résultats montrent que les huiles essentielles des deux espéces étudiées et I’antioxydant de
référence (1’acide ascorbique) ont inhibé de maniere dose dépendante le radical DPPH a toutes

les concentrations testées c’est-a-dire que I’inhibition augmente avec 1’augmentation de la
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concentration de 1’échantillon dans le milieu réactionnel. Il ressort également de ces résultats
que le pourcentage d’inhibition augmente progressivement jusqu’a arriver a un plateau qui
correspond a I’enrayement total du DPPH présent dans le milieu.

Par ailleurs, nous remarquons qu’a une concentration de 0.Img/ml, une importante activité
antioxydante de I’huile essentielle de la marjolaine a €té observée avec un pourcentage
d’inhibition plus important que celui de I’huile essentielle de la menthe (70.78 et 60.06 %,
respectivement). Alors qu’a la méme concentration, I’acide ascorbique a montré un fort pouvoir
antioxydant qui se traduit avec un pourcentage d’inhibition de I’ordre de 90%

Pour une meilleure illustration de ’activité antioxydante, nous avons déterminé la valeur de la
concentration inhibitrice qui donne 50% de 1’activité de piégeage du radical libre DPPH (ICs0)
correspondant respectivement a I’acide ascorbique (Vitamine C) et huiles essentielles. Ces

derniers sont regroupés dans la figure 28.

Concentration inhibitrice (IC50)

0,055
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0,04 0,0288
0,025
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0,01

Acide ascorbiaue HE Menthe HE Origan

Figure 28 : Concentration inhibitrice (IC50) de I’acide ascorbique, de I’HE de la marjolaine
et ’'HE de la Menthe

La valeur d’ICso est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante (Activité
antioxydante 1%) d’un composé, car elle refléte la quantité d’antioxydant requise pour
neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre dans le milieu. Plus la valeur d’IC50
est faible, plus I’activité anti-radicalaire d’un composé est appréciable

Ainsi d’aprés les résultats de la Figure 28, I’huile essentielle d’Origanum majorana avec une
ICso0 de 0.025 mg/ml possede une activité antioxydante similaire a celle de ’acide ascorbique

dont I’ICso est de 0.028 mg/ml.
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La forte activité de I’HE peut étre due a sa richesse en composés phénolique (fleurentin
2007), ses derniers ont la capacité de piéger les radicaux libres. D’ailleurs, plusieurs travaux
montrent que les composés phénoliques jouent un réle important dans 1’extraction des radicaux
libres en plus tous ses composant d’HE d’Origan pourraient exercer a coté d’autres composes
mineures, un effet synergie entre eux donneraient une activité antioxydante importante (loizzo
et al., 2009).
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IV. Conclusion générale

Dans le cadre de la valorisation des especes végétales algériennes a caractéres
thérapeutiques, nous sommes intéressées a 1’étude de la marjolaine « Origanum majorana »» et
la menthe « Mentha spicata » espeéces tres répandues et spontanées en 1’Algérie par

I’évaluation des activités antibactériennes et antioxydantes des huiles essentielles.

L’extraction par hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de type Clevenger, a révélé un
rendement de 1.493% pour I’huile essentielle de la marjolaine et de 1.208% pour 1’huile

essentielle de la menthe de la menthe.

A la lumiére des résultats obtenus, le screening phytochimique basé sur des tests
spécifiques a permis de mettre en évidence des tanins, des flavonoides, des glucosides, des
saponosides. Ces métabolites secondaires sont connus par leurs larges effets pharmacologiques.
La qualité dés I’huile essenticlle a été évaluée par la détermination des indices physico-
chimiques : indice de réfraction, indice d’acide et le Ph. Ces résultats montrent qu’ils préservent

les propriétés physico-chimiques des huiles essentielles et reflétent leur bonne qualité.

En outre, I’étude de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles de 1’Origanum
majorana et de Mentha spicata montre que ces huiles essentielles possedent des activités
antimicrobiennes importantes vis-a-vis des souches testées avec des zones d’inhibitions
intéressantes. Ainsi les diamétres des zones d’inhibitions chez la bactérie Gram + sont oscillés
chez Staphylococcus aureus entre 50 mm pour I’HE de la marjolaine et 31 mm pour I’HE de
la menthe. Chez les bactéries a Gram négatives, les diametres des zones d’inhibitions exerce
par I’HE de la marjolaine ont été comprises entre 25 mm pour Pseudomonas aeruginosa et 34
mm pour Escherichia coli , Tout comme pour la Menthe ou les zones d’inhibitions ont été
comprises entre 13 mm chez Pseudomonas aeruginosa et 30 mm chez Escherichia coli.

Par ailleurs, I’activité antioxydante de I’HE d’O. majorana par la méthode du piégeage
du radical libre DPPH s’est exprimé par une faible valeur d’IC50 (0.025 mg/ml)
comparativement a celle de I’HE de la menthe (IC50 = 0.055 mg/ml). Ce résultat témoigne
d’une capacité réductrice remarquable et comparable a celle de I’acide ascorbique (0.028
mg/ml).

En conclusion, nous pouvons dire que, le présent travail peut étre considéré comme une

source d’information sur les propriétés physico-chimiques, les composants chimiques, I’activité
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antibactérienne et antioxydante des huiles essentielles d’Origanum majorana et de Mentha
spicata. Ces plantes locales sont une source inestimable en divers composés doués d’activités

biologiques, ce qui justifie leurs utilisations en médecine traditionnelle.
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Annexes

Annexe 1

1. Matériel non biologique

- Appareillage, verreries, réactifs et solution

Appareillage Verreries et autres Réactifs et solution
-Claevenger -Béchers -L’cau distillée

-Bac benzene -Ballon -L’eau physiologique
-Balance de précision -Fioles -DPPH

-Etuve d’incubation
-Plague chauffante
-Vortex
-Réfrigérant

-Hotte

-Agitateur
-Réfractometre
-Chauffe ballon
-Agitateur

-Papier PH

-Biotes de pétrie
-Coton

-Disque en papier
-Ecouvillons
-Flacon en verre
-Gants
-Micropipette
-Papier aluminium
-Papier filtre
-Pince stérile
-Pipette pasteur
-Pipette gradué

- Seringues
-Tubes a essai
-Réfrigérant
-Portoir
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-Ethanol
-Méthanol
-Acétate de plomb
-lode (12)

-Acétate de sodium.

-Réactif de Wagner.
-Hydroxyde de sodium
(KOH).

-Phénolphtaléine.

-FeCl3

-H2S04

-Hydroxyde de potassium
-Acide chlorhydrique



Annexes

Annexe 2

1. Résultats du Screening phytochimique

Figure 31 : Identification de quelques composés chimique (Original, 2022)
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Annexes

Annexe 3
Indices physico-chimiques
Figure 32 : Réfractomeétre Figure 33 : pipier PH
(Original, 2022) (Original, 2022)
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Annexes

Annexe 4

Résultats de I’activité antioxydant

Figure 34 : Résultats de I’activité antioxydante (Originale, 2022)

Figure 35 : Spectrométre (Originale, 2022)
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Annexes

Annexe 5

Etude de ’activité antimicrobienne

Figure 36 : Etuve de paillasse Figure 37 : Four Pasteur
(Originale, 2022) (Originale, 2022)

Figure 38 : Boites de pétrie
(Originale, 20
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Annexes

Annexe 6

Figure 39 : Balance analytique Figure 40 : Plaque chauffante
(Originale, 2022) (Originale, 2022)

Figure 41 : Appareil de GPC/MS
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