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Résumé
L origanum floribunum munby

Origanum floribundum Munby est une espéce endémique d’Algérie, appelée
communément Zaater. L’espéce pousse spontanément dans les hautes montagnes. L’étude vise
I’évaluation de ses activités antioxydantes et antimicrobiennes. L’extraction des huiles
essentielles par entrainement a la vapeur d’eau a permis 1’obtention d’un rendement de 0.125
% L’étude de I’activité antioxydante réalisée selon le test de piégeage du radical libre, le DPPH,
arévélé que I’huile essentielle d’origan possédé un bon pouvoir antioxydant comparé au témoin
; ’acide ascorbique ; avec des valeurs d’IC50 de 169 pg/ml pour I’huile essentielle et 410 pg/ml
pour I’acide ascorbique. L’activité antimicrobienne a montré que I’huile essentielle possede
un spectre antimicrobien considérable pour les différentes bactéries et levures testées (55 mm
pour Bacillus subtilis et Candida albicans ,25 mm pour E. coli, 50 mm pour Staphylococcus
aureus et 21 mm pour Aspergillus brasilisensis).

Mots clés : Origanum floribundum, huile essentielle, antioxydante, antimicrobienne.



Abstract

Origanum floribundum munby

Origanum floribundum Munby is an endemic species from Algeria, commonly called Zaater.

The species grows spontaneously in the high mountains. The study focuses on the
extraction of the essential oil of this species and the evaluation of its antioxidant and
antimicrobial activities.

The extraction of essential oils by distillation with water vapor made it possible to obtain
a yield of 0.125%. The study of the antioxidant activity carried out according to the free radical
scavenging test, the DPPH, revealed that the essential oil of oregano has a good antioxidant
power compared to the control; ascorbic acid; with IC50 values of 169 pg/ml for essential oil
and 410 pg/ml for ascorbic acid.

The antimicrobial activity showed that the essential oil has a considerable antimicrobial
spectrum for the different bacteria and yeasts tested (55mm for Bacillus subtilus and Candida
albicans, 25mm for E. coli, 50mm for Staphylococcus aures and 21mm for Aspergillus

brasilisensis).

Keyword : Origanum floribundum, essential oil, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction

L’ Algérie, de par son aire géographique et sa diversité climatique riche en flore naturelle,

recéle d’une gamme importante de plantes médicinales et aromatiques, faisant partie du grand
patrimoine végétal de ce pays, (Baba, 2011).
A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et I’utilisation
des plantes médicinales, (Iserin, 2001). Grand nombre de plantes aromatiques, médicinales,
des plantes épices et autres, possedent des propriétés biologiques tres intéressantes, qui trouvent
application dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et en
agriculture, (Mohammedi, 2006). La famille des Lamiacées est I’une des plus utilisées comme
source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antimicrobien et antioxydant (Bouhdid et
al., 2006). Les genres Thymus et Origanum appartiennent a cette famille et comprennent
plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes
jusqu’aux zones arides. La majorité des especes recensées en Algérie sont endémiques
(Bouhdid et al., 2006). Ces especes sont riches en huiles essentielles et sont utilisées dans le
domaine culinaire et en médecine populaire pour leurs propriétés antiseptiques, antidiarrhéiques
et antibronchiques (Bruneton, 1999).

Les huiles essentielles sont des produits qui présentent un grand intérét comme matiére
premiere destinée a différents secteurs d’activité tels que la pharmacie, la cosmétique, la
parfumerie et I’agroalimentaire, il est 1’un des genres les plus utilisés comme source mondiale
d’épices et d’extraits a fort pouvoir antimicrobien et antioxydant (Bouhdid et al, 2006

Les antioxydants synthétiques utilisés dans l‘industrie agroalimentaire peuvent éEtre
toxiques (Yu et al., 2000). Par ailleurs la contamination des aliments par les micro-organismes
reste une préoccupation pour les consommateurs et les industries agroalimentaires malgré
l‘utilisation de diverses méthodes de conservation. Il est de plus en plus intéressant d'utiliser
des produits antibactériens et antifongiques naturels, tels que les huiles essentielles et les

extraits de plantes, pour la conservation des aliments (Cosgrove et al., 1987)-

Dans ce contexte nous nous sommes intéressées a valoriser une espece du genre Origanum par

I’évaluation de deux activités biologiques de ses huiles essentielles




Les objectifs de notre étude sont I'évaluation des activités antioxydantes et
antibacteriennes des huiles essentielles de la partie aérienne d'Origanum floribundum poussant

a I’état spontanée dans la région Meured-Tipaza.

Nous avons suivi les étapes suivantes :
- Extraction de I’huile essentielle de 1’espece étudiée

- Etude des activités antioxydantes et antimicrobiennes de I’huile essentielle de 1’Origan.
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Chapitrers Les huiles essentielles

|.1. Définition les huiles essentielles

Il est difficile de donner une seule définition d’une huile essentielle, car « il n’y a pas une
réponse mais des réponses a cette question (Naves, 1974). En effet la notion d’huile essentielle
peut varier avec le point de vue au quel se placent des personnes de formations professionnelles
aussi dissemblables que des botanistes, des photochimistes, des industriels, des parfumeurs ou

des pharmacologues (Belaiche, 1979).

Le nom d’essences ou huiles essentielles désigne les principles volatils généralement
odoriférants synthétisés par 1’organisme végétal. Ces composeront la propriété de se solubiliser
dans les huiles et les graisses. Par conséquent, ils ont recu en parquement le nom d’huile
essentielle. Le terme « huile » souligne le caractére visqueux et hydrophobe de ces substances
et le terme « essentielle » désigne la caractéristique principale de la plante a travers ses

exhalaisons (Bernard et al., 1988).

Conner, (Conner, 1993) les définit comme suit : « Les HE sont des produits odorants,
volatils du métabolisme secondaire d'une plante aromatique, normalement formés dans des

cellules spécialisées ou groupes de cellules ».

L’association francaise de normalisation définit une huile essentielle comme étant « un
produit obtenu a partir d’une matiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, Soit par
des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des citrus, soit par distillation a sec. L huile
essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédeés physiques » (AFNOR
2000). Cette définition est restrictive car elle exclut aussi bien les produits extraits a I’aide de

solvants que ceux obtenus par tout autre procédé.

1.2 Historigue

Les premiéres traces de I’utilisation des plantes datent de 40000 ans av, JC. L’Egypte
ancienne a partir de 4500 ans av. JC., nous apporte des descriptions détaillées sur papyrus
déplantes utilisées en médecine, en parfumerie et pour I’embaumement des défunts
(Desramaux, 2018).

Le papyrus égyptien d’ebers, que 1’on fait remonter a 1600 av J.C, est le premier recueil
consacré aux plantes médicinales (Hessas, et Simoud,2018). Par ailleurs, lestraces de
I’utilisation des plantes médicinales existent dans des textes chinois datant de plus de 5000 ans
avant J.C. En Inde, les Vedas, livres sacres rédiges vers 1500 ans avant J.C, contiennent eux

aussi des témoignages de la connaissance des plantes (Veyrune, 2019).
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La premicre extraction des huiles essentielles par distillation a la vapeur d’eau a été
réalisée par le médecin arabe, Ibn Sinna « Avicenne » (980-1037), qui mit au point un alambic
et produit la premiére huile essentielle pure. Il faudra attendre la fin des Croisades vers le
XlIeme siécle et le retour des chevaliers en Europe, afin qu’ils rapportent les découvertes de la
distillation & la vapeur d’eau et I’emploi des huiles essentielles. C’est ainsi que 1’aromathérapie
s’installera en Occident (Abadlia, et Chebbour, 2014).

En 1910, René-Maurice Gatte fossé, chimiste, parfumeur et pére de 1’aromathérapie
scientifique, se brila la main lors d'une explosion dans son laboratoire, il eut le reflexe génialde
plonger ses mains dans un récipient rempli d’huile essentielle de lavande. Soulagé
instantanément, sa plaie se guérit avec une rapidité déconcertante. Etonné par ce resultat, il
décida d’étudier les huiles essentielles et leurs propriétés et créa le mot Aromathérapie du grec
« aroma » (arome) et « therapeia » (soin) (Abadlia, et Chebbour, .2014 ; Laurent, 2017).

Aujourd’hui, I’aromathérapie est répandue dans le monde entier et les connaissances
qguanta I’utilisation des plantes sont précises. De nombreux laboratoires travaillent sur la

recherche de 1’aromathérapie certifiée bio (Desramaux, 2018).

1.3. Répartition botanique

Parmi les 800.000 especes du monde végétal, 10% seulement sont dites aromatiques et

capables de synthétiser une essence (Willem, 2005).

Elles sont réparties dans un certain nombre de famille parmi elles : Myrtaceae, Lauraceae,
Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae et Piperaceae (Yu et
al., 2000).

Les huiles essentielles peuvent se rencontrer dans tous les organes végétaux : sommités
fleuries (Origan et Menthe), écorce (Cannelier), racines (Vétiver), rhizomes (Gingembre), fruits

(Anis, Fenouil et Badianier) et bois (Camphrier).

1.4. Propriétés physico-chimiques

Encre qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment un
groupe trés homogene (Bruneton, 1999, Bernard et al., 1988). Les principales caractéristiques

sont :

o Liquides a température ambiante.
o N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

o Volatiles et trés rarement colorées.
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o Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpenes.
o Solubles dans les alcools a titre alcoométrique éleve et dans la plupart des solvants

organiques mais peu solubles dans 1’eau.

Trés altérables, sensibles a I’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a la formation

de produits résineux, il convient alors de la conserver a I'abri de la lumiere et de I'air.

1.5. Composition

En se référant a la norme francaise NF T 75-006 (Catier, Odile. et Roux, Danielle, 2007),
I’HE est définie comme étant un produit de composition complexe renfermant des principles
volatils, obtenu a partir d’une matiere premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur ou
par des procédés mécaniques (Pharmacopée Européenne, 2008) (Anonyme, 2008). Le caractere
volatil de I’HE lui confere un parfum souvent trés odorant (Catier, Odile. et Roux, Danielle,
2007).

Les composants des HE sont génériquement dits « aromatiques » en raison de leur caractére

odoriférant et non pour indiquer leur structure chimique, ce qui peut préter a confusion.

A cOté des composes majoritaires (entre 2 et 6 généralement), il existe des composes
minoritaires et un certain nombre de constituants sous forme de traces. Il existe certaines huiles
dites mono, bi ou tri-moléculaires selon qu’elles sont constituées Presque exclusivement d’une,

de deux ou trois molécules majoritaires (Paris, et al., 1965 ; Pibiri, Marie.Cécile, 2006).

Les molécules contenues dans les huiles essentielles, se présentent sous forme de plusieurs

groupes

1.5.1. Hydrocarbures

Au sein de ce groupe, il existe les hydrocarbures aromatiques monterpéniques (C1oH1s), Ses

quiterpéniques (CisH24) et plus rarement diterpéniques(Cxo).

1.5.2. Composés oxygenés

A Tintérieur de ce groupe, se trouve les alcools aliphatiques et cycliques, (saturés et
insaturés), des éthersoxydes, des phénols, des lactones, des composes sulfurés. Il existe
naturellement d’autres corps qui peuvent entrer en faibles proportions dans la constitution de
certaines HE, notamment les acides organiques, les cétones, les coumarines volatiles et les
flavonoides (Hazzit, 2008).
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La teneur d’une drogue en huile essentielle est généralement faible, de 1’ordre 1% a 1%.. Il
existe cependant quelques plantes sayantun et eneuren essence supérieure a 5% telle que la
Badiane de Chine. Le Clou de Girofle, quant a lui, Il renferme plus de 15% d’essence (Paris,
et Hurabielle, 1980).

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices. Elles sont
stockées dans des cellules transformées en cellules a essence, dans des poils glandulaires, des

poches sécrétrices ou des canaux secréteurs (Anton, et Strasbourg, 2004).

1.6. Variabilité

Une huile essentielle est trés fluctuante dans sa composition, sur laquelle interviennent de
nombreux paramétres, qu’ils soient d’ordre naturel, d’origine intrinséque (génétique,
localisation, maturité), d’ordre extrinseque (sol, climat...) oud’ordrete ichnologique, c’est-a-

dire liés aux modes d’exploitation du matériel veégétal (Anonyme, 2006).

La composition d’une huile essentielle varie au sein d’un méme genre et d’une méme
espéce. On parle alors de races chimique sou de chémotypes. Citons a titre d’exemple le basilic
qui posséde 4 chemotypes : basilic doux a linalool, basilic a methyl chavicol, basilic a

cinnamate de methyl et basilic a eugénol (Paris, et Hurabielle, 1980).

Au cours du cycle végétal, des modifications importantes dans la composition des essences

peuvent étre relevées.

Les caractéristiques écologiques ont un effet déterminant sur la composition des huiles
essentielles : facteurs géographiques (altitude, latitude, etc.), nature du sol, climat (en
soleillerent, température, pluviométrie, etc.) sont autant de parameétres responsables de

variations.

Certains agents exogenes peuvent aussi avoir une influence. Ainsi, par exemple lorsque la
menthe poivrée est parasitée par Eriophyes menthae (acarien), sa teneur en menthofuranne
chute (Anonyme, 2006).

Enfin, une huile essentielle peut subir de profondes modifications lors de son exploitation
(Kolster, 1999): récolte, séchage et stockage du matériel végétal, hydro distillation,

conditionnement.
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|.7. Role

Actuellement, les chercheurs sont incapables de savoir I’action des huiles essentielles au
sein de la plante. Plusieurs théories sont citées, pour la plupart d’entre eux, ce serait des déchets
du métabolisme cellulaire de la plante. D’autres auteurs affirment, que les huiles essentielles
serviraient a attirer les insectes, pour permettre la pollinisation ou bien a les éloigner afin de
protéger la plante (Sallé, 1991).

La présence des huiles essentielles dans les racines (Vétiver et Gingembre), les écorces
(cannelle), le bois (Santal) correspond a un effet antiseptique vis-a-vis des parasites présents
dans le sol ou attaquant le bois. Certains terpénes linéaires composants des HE interviennent
dans le métabolisme de la plante, ils peuvent étre employés comme source énergétique

(Guignard, 2000).
1.8. Conservation

Par nature, I’HE est trés volatile, instable et tres fragile, elle doit étre conservée a 1’abri de
la lumiére, chaleur et I’air car elle s’oxyde facilement. Elles se conservent dans un flacon propre
et sec en aluminium, en acier inoxydable ou en verre teinté antiactinique. Le flacon doit étre
Presque entierement rempli et fermé de fagcon étanche (1’espace libre étant occupé d’azote ou
d’un autre gaz inerte) (Bruneton, 1999).

En général, le délai de conservation peut aller de 6 mois a 3 ans, selon la nature de I’HE et
la qualité de conservation (regles d’emballage, de conditionnement et de stockage d’apres
AFNOR NFT 75-001, (2000) et régles de marquage de récipients d’aprés AFNOR NF T75-002
(2000) (Anonyme, 2000).

1.9. Toxicité

Le caractére d'une huile essentielle correspond a celui de la plante dont elle est extraite. Sa
toxicité est d'autant plus importante que sa concentration est forte.
Des précautions doivent étre prises avant tout emploi, concernant le dosage ainsi que le

mode d'application interne ou externe (Willem, 2004).

1.9.1. Toxicité selon la composition

Certains auteurs (Franchomme, et al., 1990 ; Mailhebiau, 1994) se basent sur la composition
des huiles essentielles et les toxicités relatives des familles biochimiques auxquelles elles
appartiennent. Une utilisation prolongée des huiles essentielles a thuyones (Thuya, Absinthe et

Sauge officinale) est neurotoxique.
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1.9.1.1. Toxicité par ingestion

Les huiles essentielles d’usage commun ont une toxicité aiglie par voie orale faible ou trés
faible. La majorité de celles qui sont couramment utilisées ont une DL50 comprise entre 2 et
5g /kg (anis, eucalyptus et le girofle). D’autres especes peuvent avoir une DL50 supérieure a 5
g/kg (camomille, citronnelle, lavande, marjolaine et vétiver). Les autres HE ont une DL50
comprise entre 1 et 2 g/kg tels que le basilic, est Ragon et hysope. L’Origan et la sarriette présent
entres pectivement une DL50 de 1,5ml/kg et 1,379/Kg.

Les HE les plus toxiques sont celles de boldo (Peumusboldus de la famille des
Monimiaceae) avec 0,13g/kg. Les convulsions apparaissent dés 0,07g/kg, de chénopode avec
0,25g/kg, de thuya avec 0,83g/kg, de pennyroyal avec 0,4g/kg ainsi que 1’essence de moutarde
avec 0,34g/kg (Bruneton, 1999).

1.9.1.2. Toxicité dermigue

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsquelles sont appliquéees sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol), allergéne (huiles riches en
cinnamaldéhyde) (Smith, et al., 2000) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des

furocoumarines) (Naganuma, et al., 1985).

1.9.1.3. Toxicité sur cellules animales

La toxicité de ’HE de I’origan est augmentée par contact en phase liquide et réduite en
phase gazeuse, alors que ¢’est I’inverse pour ’HE de la lavande.
Les deux HE sont cytotoxiques pour des cellules de hamster chinois (Inouye, 2003;

Sivropoulou, et al., 1996).
1.10. Procédés d’extraction

Plusieurs méthodes d’extraction d’HE sont utilisées. L’extraction a la vapeur d’eau présente
80% de la récupération des huiles.

Les techniques les plus courantes sont

1.10.1. Hydrodistillation

Le principe de cette méthode consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter
dans un ballon ou alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs
hétérogenes (eau + molécules aromatiques) sont condenses en passant dans un serpentin du

réfrigérant et redeviennent liquide et recueilli dans une ampoule a décanter ou au robinet dans




Chapitrers Les huiles essentielles

un essencier (vase florentin). L’huile essentielle et I’hydrolat vont se séparer naturellement,

I’HE reste en surface qui sera décantée puis filtrée (Grosjean, 2007).

1.10.2. Entrainement a la vapeur d’eau

La vapeur d’cau traverse le matériel végétal, les cellules éclatent et libérent 1’huile essentielle
(Luches, 2005).

1.10.3. Hydrodistillation par microondes sous vide

La plante est chauffée sélectivement par un rayonnement micro-ondes sous vide, I’HE est
entrainée dans le mélange azéotropique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée.

tres rapide et peu consommateur d’énergie (Bendahou, et al., 2007).

1.10.4. Extraction par solvants

Dans cette technique des solvants sont souvent utilisés pour extraire I’HE (Lardy, et
Haberkorn, 2007).

1.10.5. Extraction au CO2 supercritigue

A 1’état gazeux, le CO2 est capable de dissoudre les composés organiques.
Cette propriété est employée pour extraire les HE, aprés évaporation du CO2 (Bachelot, et
al., 2006).

1.11. Utilisation

Les domaines d’application des huiles essentielles difféerent selon la plante don’t elles
proviennent mais surtout de la partie du végétal don’t elles sont extraites (la fleur, la feuille, les
racines et la graine). D'une maniére générale, les essences extraites des racines sont reconnues
pour leur action sur le systeme nerveux, celles extraites des graines et des fleurs pour leur impact
sur I'ensemble du systeme digestif et celles issues des feuilles pour leur bien fait sur les systems

respiratoire et cardiaque (Bachelot, 2001).

A cet effet, les huiles essentielles sont recommandées en usage antibiotique, antiviral,
antiseptique, fongicide, cicatrisant, digestif, anti-inflammatoire, sédatif, etc. (Richard.;
Multon, 1992).

Certaines trouvent leur place comme antioxydant en lieu et place des conservateurs

chimiques potentiellement toxiques mais surtout de plus en plus impopulaires. Un certain
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nombre d’herbes aromatiques, notamment de la famille des Lamiaceae, a montré leur efficacité

pour la conservation de la viande ou de certains plats cuisines (Fernandez., Chemat, 2012).

Leur activité antimicrobienne bien reconnue est également exploitée pour augmenter la
durée de conservation des aliments. On sait par exemple que les huiles essentielles de cannelle,
de coriandre, de thym ou encore d’origan ont une réelle efficacité dans la conservation de la
viande alors que la menthe sera plus efficace dans le contréle des contaminations dans les

yaourts (Fernandez., Chemat, 2012).

La double casquette des huiles essentielles (arémes et antimicrobiens) peut étre a la fois un
atout mais également un obstacle a leur utilisation si on ne souhaite pas modifier les propriétés
organoleptiques des aliments (Fernandez., Chemat, 2012).

Enfin, les contaminations fongiques peuvent rendre impropres a la consommation des
denrées alimentaires par la production de mycotoxines, ou tout simplement les détruire.
Certaines huiles essentielles sont des agents antifongiques a large spectre qui pourraient étre
exploitées pour la conservation des aliments. Cela a par exemple été démontré pour 1’huile
essentielle de D’origan (Origanum floribundum) qui présente une meilleure activité

antifongique que la plupart des agents chimiques actuellement utilises (Kumar et al., 2008).
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11.1. L’Origan

11.1.1. Historique

L’utilisation de 1’Origan a été médicinale avant d’étre culinaire. Les Grecs en utilisaient les
feuilles pour soulager les muscles douloureux. Les Romains le prenaient pour soulager les
morsures de serpents ou de scorpions. Aristote et Hippocrate recommandaient déja 1’Origan
pour ses actions contre les maladies respiratoires, les brulures et problemes de digestion (Adam,
etal., 1999).

Le nom de I’origan est dérivé des mots grecs Oros Ganos qui veulent dire « ornement des
montagnes » ou « joie des montagnes ». L’origan était autrefois également appelé herbe porte
bonheur (Speck, et al., 2008). Les chinois 1’utilisent depuis des siecles pour traiter la fievre, la

diarrhée, la jaunisse et les blessures (Jourdain, 2008 ; Vokou, et al., 1993).

11.1.2. Origine et définition

Le nom de I’origan est dérivé des mots grecs orosganos qui veulent dire « ornement des
montagnes » ou « joie des montagnes ». Une autre interprétation possible est « délice des
montagnes ». Issu d’Europe, 1’origan s’est particuliérement bien exporté au Moyen-Orient.
Connu et reconnu par les peuples de I’Antiquité pour son gout prononcé et ses vertus

médicinales (Bouziaine, et djebour, 2016).

11.1.3. Description

C’est une plante herbacée vivace de la famille des Lamiacées. La plante atteint généralement
une taille variante entre 30 et 80 Cm. Les tiges rouges, a section carrée, sont velues avec des
feuilles arrondies, vertes, Iégerement dentées. Les fleurs sont roses ou pourpres, et sont
regroupées en petits panicules (Figure 1) (Tayeb-Cherif, et Menacer, 2016).

D’aprés Quezel et santa (1963) cités par (Lanseur, 2017), seulement trois espéces du genre
Origanum, sont répertoriées au niveau du territoire Algérien a savoir : Origanum majorana L,

Origanum glandulosum Des fet Origanum floribundum Mundy.
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(a) Rameau de la plante (b) Rameau fleuri
Origanum floribundumt

Figure 1 : Aspect morphologique de 1’Origan (Boulaghmen, 2012)

11.1.4. Systématigue botanique

(Tayeb-Cherif, et Menacer, 2016)., rapporte que, la systématique de 1’origan est comme suit

Tableau 1 : La systématique de 1’origan

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Labiées
Famille Labiateae
Genre Origanum

11.1.5. Utilisation

L’Origan est largement utilisé dans la médecine traditionnelle pour ses propriétés
thérapeutiques (contre la coqueluche, la toux, la fiévre et la bronchite). En raison de la
variabilité de la composition chimique, les plantes d'Origanum sont largement utilisées comme
herbe culinaire, pour aromatiser les produits alimentaires et pour leurs propriétés
pharmacologiques, y compris les activités antibactériennes, antioxydantes, antithrombines et

anti hyperglycémiques (Lanseur, 2017).
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11.2. Origanum floribundum Munby

11.2.1. Historique

L’origan a été utilisé depuis des siecles. Au moyen age, I’origan était tres employé ; il
était considéré comme la panacée universelle (Huguette. 2002).

On a repertorié plus de quarante variétés d’origan réparties dans quatre familles botaniques
différentes, mais toutes possedent la méme huile, donc les mémes effets.

Le nom générique de la plante signifie « joie de la montagne ». Les chinois I’utilisent
depuis des siecles pour traiter la fiévre, la diarrhée, la jaunisse et les blessures.

Dans le monde occidental, c’est surtout comme condiment dans les vinaigrettes, les
salades, les sauces et sur les viandes qu’on I’habitude de s’en servir, mais on pourrait de
nouvelles utilisations pour soulager ’arthrite, le thume, la grippe, la congestion pulmonaire et
pour favoriser la digestion (Jourdain, 2008).

Dioscoride, il y a deux mille ans, disait déja de I’Origan qu’il était un des meilleurs
remédes pour ceux qui ont perdu I’appétit. Il est en effet, un apéritif remarquable. En méme
temps qu’il facilite la digestion en stimulant les estomacs paresseux et qu’il lutte contre la
constipation.

Le clerc le recommandait particulierement aux estomacs atoniques et dilatés

(Debuinggérard et frangoiscouplan, 2009).

11.2.2. Etymologie

% « Origan » : Origanum désigne en latin (Origanon) et en grec (Origanos ou Origanon)
diverses labiées aromatiques dont certainement divers origans. Le nom provient du grec
« 0ros », montagne, et ganos, « éclat » :il signifie « parure des montagnes », et peut
s’appliquer avec justesse a ces plantes dont la floraison est souvent remarquable
(Couplan, 2012).

%« Floribundum » signifie trés florifére (Guide Algérienne, 2009).

11.2.3. Nom commun

*

«» En arabe : Zaatar, Saatar

*

¢ En francais : Origan, Origan a inflorescence compacte (Ait Youssef, 2006).
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11.2.4. Systématique d’Origanum floribundum

L’origan appartient a la grande famille des Lamiaceae de Dicotylédones Asteridaer en
fermant 251 genres regroupant 6700 especes (Tableau 2). Le genre Origanum inclut des
arbustesnains, des plantes annuelles, bisannuelles ou vivaces hermaphrodites qui se
reproduisent dans les zones chaudes et montagneuses.

Tableau 2 : Systématique d’Origanum floribundum (Simpson, 2006).

Regne Plantae(végétal)
Sous régne Tracheobionta (plantesvasculaires)
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Angiospermae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae (labiatae)
Sous famille Nepeitodeae
Genre Origanum
Espéce Origanumfloribundum

11.2.5. Répartition géographique

11.2.5.1. Dans le monde

Cette plante méditerranéenne a 1’aptitude de pousser dans plusieurs pays d’Europe et d’Asie
également, spécialement en Chine et en Inde (Ruberto et al., 2002) 49 taxons sont répartis a
travers le monde, dont : 46 sont répartis entre des pays du pourtour méditerranéen ; 21 se

trouvent en Turquie, dont 12 sont endémiques a ce seul pays.

46 locally
grown taxa

Figure 2 : Répartition des taxons d‘origanum dans les pays méditerranéens (Kokkini, S 1997).
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11.2.5.2. En Algérie

Le nom vernaculaire d 'Origanum est zaater (= ). Cette plante est représentée par deux
espéces : Origanum glandulosum et Origanum floribundum. Cette derniére est d’ailleurs une
espéce endémique Algérienne. Selon la classification du genre (letswaart, J 1980), les 02
especes appartiennent aux sections IX Origanum vulgare L. subsp.gladulosum et VIII
Elongastipica, respectivement (Tableau 3).

Tableau 3: Répartition géographique des deux espéces d'origan en Algérie (Hazzit,
M., ; Quezel, P. et Santa, S)

Especes Section Localisation et caractéristiques
) o Commune dans tout le Tell.
Origanum O. vulgare L. subsp « Endémique Algéro Tunisienne.
glandulosum glandulosum Desf. « Pousse dans les garrigues et broussailles.

Desfontaines

e Espéce rare. Pousse dans la partie nord centrale

Origanum Elongastipica (Kabyli'e, Médéa, B!ida).
Floribundum e Endémique d’Algérie.
Munby e Pousse en paturage et surtout en montagne.

11.2.6. Description de la plante étudiée

L’origan est une plante aromatique, vivace ligneuse a la base, pouvant atteindre 20 a 80cm
de haut. (Guide Algérienne, 2009). L’Origan a un aspect sec, d’un vert rougeatre et totalement
recouvert d’un duvet (Baba. 1991).

e Caractéres botaniques

L’origan est une plante endémique d’Algérie, elle pousse dans les paturages et surtout en

montagne jusqu’a 1500 d’altitude (56).

o Appareil végétatif

Les caracteres morphologiques végétatifs de 1’Origanum floribundum (espece vivace herbacée,
aromatique médicinale et condimentaire) se particularise par :
- La tige : prostrée a la base, les jeunes sont décombantes (Quezel, et Santa, 1963),
dressée, gréle et a section carrée (Guide Algérienne, 2009), quadrangulaires et de
- courts rameaux a I’aisselle sont de couleur verdatres et pubescentes (Machu, 2008) (in
(Huguette. 2002)). (Figure 1)
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- Laracine : est un rhizome (tige souterraine) ligneux avec des rejets filamenteux (racines
adventives ; ceci lui configurant une bonne accroche (d’ou son abondance dans les zones
de hautes altitudes (Machu, 2008) (in (Huguette. 2002)).

- Les feuilles : sont ovales, pétiolées a bord peu denté, opposées et de grandeur variable,

les feuilles inférieures sont étant plus grandes. (Figure 3)

Inflorescence

Figure 3 : Aspect morphologique de /’Origanum floribundum (Rebaé. H, 2017)

e L’appareil de reproduction une inflorescence en épis lache, et composée de fleurs roses
(Guide Algérienne, 2009). (Figure 1), Les fleurs sont hermaphrodites ; elles s’organisent
en épis laches (inflorescence indéfinie), disjointes apres la floraison. Le calice a 5 dents
courtes ; la corole est a lévres sensible ment égales (Kimbaris, 2013), serait a levres plutdt
réguliéres (Merbah. Et al., 2013). Le fruit : est un tétrakene, ovoide et lisse de couleur
noiratre (Merbah. Etal., 2013).

11.2.7. Composition chimigque

L’origan est une plante riche en huile essentielle, prisée depuis des milliers d’années en
Médecine traditionnelle (Guide Algérienne, 2009).

La composition de I’huile essentielle varie fortement selon les races chimiques
(Fleurentin, 2007).

La composition de cette huile essentielle expliquerait également I’action eupeptique,
stimulant et cholérétique des parties aériennes de la plante (AitYoussef, 2006).

L’huile essentielle de 1’origan constitue un produit qui voit différentes utilisations
industrielles, en alimentation, en parfumerie, en pharmacie et en aromathérapie.

L’origan renferme une essence de couleur jaune a brun foncé, d’odeur phénolique agreste,
treés aromatique reste toutefois trés piquante, L’Origan renferme une huile essentielle (0,3-
1,5%) riche en phénols (90% ; thymol, carvacrol (40-70%), Y-terpéne, p-cymeéne, a-pinéne,
myrcéne, thymol) (Fleurentin, 2007), des sucs amers et des tanins (Huguette, 2002). Epicée
et plus agressive que les autres huiles et de saveur amere, chaude et épicée. L’HE d’origan est
particuliérement pourvue en phénols : le carvacrol et son isomere, le thymol (Kimbaris, et al.,
2013)
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I11.1. Activité antioxydante

Les lipides forment une classe de constituants biologiques nutritionnellement importants
pour la part calorique et I’apport indispensable d’acides gras essentiels et de vitamines
liposolubles qu’ils présentent dans la ration alimentaire. Lorsqu’ils sont extraits de leur contexte
de protection naturelle, tous les corps gras (ou lipides ou matieres grasses) subissent au cours

de leurs conservations ou transformation des altérations de type oxydatif.

111.1.1 Les espéces oxygénées réactives

Les espéces réactives de 1’oxygeéne dénommées ROS (Reactive Oxygen Species) sont générées
naturellement dans la mitochondrie au cours de la respiration cellulaire (Tarnawski et al., 2006).
Ce sont des produits de I’oxygene, généralement divisés en especes radicalaires et non-radicalaires,
qui se caractérisent par une instabilité et/ou un pouvoir oxydant fort. Si les especes radicalaires se
distinguent par la présence d’un électron non apparié sur la couche électronique la plus externe, les
espéces non-radicalaires sont caractérisées par un oxygene avec un étage d’oxydation supérieur a
(-2). Dans les deux cas, ces molécules vont chercher par oxydation a compléter la couche
électronique externe de 1I’oxygene pour tendre vers une forme plus stable.

Parmi les espéces oxygenees réactives, nous avons : le superoxyde (O27), le peroxyde
d’hydrogéne (H202), I’acide hypochloreux (HCIO) et le radical hydroxyle (-OH). Ces espéces sont
généralement a I’origine de toutes les autres et sont fréquemment rencontrées dans les maladies a
composante inflammatoire telles que les maladies inflammatoires chroniques et certaines maladies

cardiovasculaires (Néve, 2006).

111.1.1.2 Mécanismes généraux de ’oxydation des lipides

D’apreés (Eymard, 2003), I’oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies
réactionnelles en fonction du milieu et des agents initiateurs :
v L’auto-oxydation catalysée par la température, les ions métalliques, les radicaux libres ;
v’ La photooxydation, initiée par la lumiére en présence de photosensibilisateurs ;
v' L’oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase.
111.2.1.2.1 Auto-oxydation

L’oxydation des lipides est une réaction autocatalytique. Il s’agit d’un enchainement de

réactions radicalaires se déroulant en trois étapes (Figure 4). Une premiere réaction produit un

radical libre par élimination d’un hydrogéne de 1’acide gras (initiation). Puis les réactions
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s’enchainent pour produire plusieurs radicaux libres (propagation) qui se combinent pour

former des composés non radicalaires (terminaison).

Propagation
R R
la} H H . . ] H H H H H H H H
Initiation + 02 e

o e N ol Y s 8 O D .- SO = S~
T chaleur. i I
o humidre. . o—0"* C—0OM

_ RH R’ ROO" ROOH

acide gras insaturé radical libre radical peroxyde radical hydroxyperoxyde

sensible a 'O,

Terminaison

R+R = R—R
ROO'+R’ === ROOR
JROO" ROOR + O,

Figure 4 : Oxydation d’un acide gras insaturé (Moll et Moll, 1998).

11.2.9.2.2 Photo-oxydation

La photooxydation est une voie importante de production d’hydroperoxydes en présence

d’oxygene, d’énergie lumineuse et de photosensibilisateurs tels que les hémoprotéines ou la
riboflavine (Hultin, 1992). Les photosensibilisateurs (Sens) absorbent 1’énergie lumineuse et
passent a I’état triplet excité (Sens3) (Hultin, 1994). Les photosensibilisateurs interviennent
dans I’oxydation des lipides selon deux types de mécanismes (Frankel, 1998).

Les photosensibilisateurs de type I, telle que la riboflavine, agissent comme les radicaux
libres initiateurs. Dans leur état triplet, elles arrachent un atome d’hydrogéne ou un électron aux
molécules lipidiques pour former un radical capable de réagir avec I’oxygéene.

Selon le second mécanisme, les molécules photosensibles de type I, telles que la
chlorophylle et 1’érythrosine, réagissent dans leur état excité (Sens3) avec 1’oxygeéne triplet

auquel elles transférent leur énergie pour donner de 1’oxygéne singulet (*O2).

Sens 3 + 302 w10, + Sens

L’oxygene singulet ainsi formé est tres €électrophile et peut réagir directement sur un acide

gras insaturé (RH) formant ainsi un hydroperoxyde ROOH.
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102+ RH === ROOH

Par la suite interviennent les réactions radicalaires en chaine de I’auto oxydation. Les
hydroperoxydes ainsi formés sont différents de ceux formés par auto oxydation (Frankel,
1998).

11.2.9.2 Mécanisme d’action des antioxydants

Suivant leurs mécanismes d’action les antioxydants peuvent étre classés en trois types :

< Les antioxydants de type |
L’action des antioxydants de type I repose sur leur capacité a inactiver les radicaux libres.

Ils inhibent la propagation des réactions radicalaires en fournissant des hydrogenes aux

radicaux libres présents (Belaiche, 1979).

< Les antioxydants de type 1l
Ce type d’antioxydant prévient la formation des radicaux libres et peut intervenir par

différents mécanismes. Les flavonoides (un énorme potentiel antioxydant naturel) rentrent dans
cette catégorie d’antioxydants. IIs agissent en piégeant les radicaux libres et en complexant les

métaux pro-oxydants (Roeding-Penman et Gordon, 1998).

< Les antioxydants de type IlI
Ils regroupent les facteurs de 1’environnement qui ont une action antioxydante en agissant

sur le potentiel redox du milieu, la température, la pression en oxygeéne, la lumiere.
L’efficacité des antioxydants peut étre augmentée par 1’utilisation d’un mélange
d’antioxydants de type I et II. L’association de ces deux types d’antioxydants permet d’inhiber

les phases d’initiation et de propagation de I’oxydation des lipides (Frankel, 1998).

11.2.10. Activité antimicrobienne

Les effets antimicrobiens de différentes espéces d’herbes et d’épices sont connus depuis
longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments. Ainsi, les huiles
essentielles, actuellement employés comme arémes alimentaires sont également connus pour
posséder des activités antimicrobiennes et pourraient donc servir d’agents de conservation
alimentaires, et ce d’autant plus qu’ils sont pour la plupart classés “généralement reconnus
comme sains” (GenerallyRecognized As Safe GRAS), ou approuvés comme additifs
alimentaires par la Food and Drug Administration. Ils n’ont, par conséquent, pas besoin
d’autorisation d’emploi dans les aliments ; cependant, des études préalables sont nécessaires

afin de mieux cerner leur activité antimicrobienne. Cette activité antimicrobienne est
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principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs

composés volatils majeurs (Sipailieneet al., 2006).

11.2.10.1. Les propriétés antimicrobiennes

Les HE et les extraits de plantes sont souvent des mélanges complexes de différents composes
dont certains, sinon tous, sont dotés de propriétés antimicrobiennes. Certaines études, comme celles
de Paster et al. (1990) et Canillac et Mourey (1996), confirment les propriétés antimicrobiennes
de certaines HE.

Le pouvoir antimicrobien des substances naturelles est souvent réduit a ’activité de ses
compose€s majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre actifs. Evalués séparément sous la forme de
composés synthétiques, ils confirment ou infirment I’activité de 1’huile essentielle de composition
semblable. 1l est cependant probable que les composés minoritaires agissent de maniere synergique
(Korochet al., 2007). De cette maniére, la valeur d’une huile essentielle tient a son « totem », ¢’est
a dire dans l’intégralit¢é de ses composants et non seulement a ses composés majoritaires
(Lahlou, 2004).

Les molécules réputées actives sont des trapézoides, car les hydrocarbures saturés et les
acétates ioniques sont inactifs, par la nature méme de leur faible capacité de liaisons hydrogene
et de leur faible solubilité (Griffin et al., 1999). L’effet des trapézoides sur des membranes
bactériennes isolées suggére que leur activité est fonction des propriétés lipophiles des
constituants terpeniques, la nature des groupes fonctionnels, leur solubilité en phase aqueuse et

la stéréochimie de la molécule (Figure 5) (Dormanet al., 2004).
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Figure 5 : Principaux composés des HE impliqués dans les activités
antimicrobiennes (Burt, 2004)
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11.2.10.2. Mécanismes d’action des huiles essentielles

Bien que les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles et de leurs composants ont
¢té largement étudiées dans le pass¢, le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules
bactériennes n’est pas clairement élucidé (Burt, 2004). Compte-tenu de la diversité des
molécules présentes dans les huiles, D’activit¢ antibactérienne semble résulter d’une
combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant différentes cibles.

De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des HE sur les bactéries
comme : Daltération de la paroi cellulaire (Helander et al., 1998),la dégradation de la
membrane cytoplasmique (Oosterhaven et al., 1995 ; Knobloch et al., 1989, Ultee et al.,
2002), I’altération des protéines membranaires (Juven et al., 1994 ;Ulteeet al., 1999), la fuite
du contenu cellulaire (Oosterhaven et al., 1995 ; Helander et al., 1998 ; Cox et al., 2000 ;
Lambert et al., 2001), la coagulation du cytoplasme (Gustafson et al., 1998) et I’épuisement
de la force de mouvement des protons (Ultee et al., 1999, Ultee et Smid, 2001).

Les mécanismes d’actions de certaines molécules antibactériennes ont été décrits dans la
littérature. Le carvacrol et le thymol semblent capables d’augmenter la perméabilité membranaire
(Lambert et al., 2001). En détruisant la membrane externe des bactéries Gram négatives, ils
augmenteraient la permeabilit¢ de la membrane plasmique aux métabolites cellulaires
(Helanderetal., 1998).
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Ce travail vise 1’évaluation des activités antimicrobienne et antioxydante de 1’huile essentielle

de I’origan. Il a duré 3 mois du mois d’Avril au mois de juin dans deux structures différentes a

savoir :

» L’extraction des huiles essentielles a été réalisée au niveau de I’atelier de YAZRO chez
Mme kheira Malki Meurad Tipaza.

» Le site de production Biotic du groupe pharmaceutique SAIDAL, situé au niveau du
Gue de Constantine wilaya d’Alger, Ou nous avons fait les analyses nécessaires dans
divers types de laboratoires, dont il convient de citer
v' Laboratoire de microbiologie pour effectuer 1’activité antimicrobienne.

v’ Laboratoire de physicochimie pour évaluer le pouvoir antioxydant.

L.1. Description de la localité de prélevement

La zone de récolte de notre matériel végétal se situe dans les montagnes de Meured

(Wilaya de Tipaza) (figure 6) situant a 85 km d’Alger ou pousse ’espéce (Origanum

floribundum) a 1’état spontané.
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Figure 6 : localité de récolte de ’origan

1.1. Matériel

1.1.1 Matériel biologique

Notre matériel végétal est constitué de la partie aérienne de 1’origan, Origanum

floribundum Munby, récolté au début du mois d’Avril qui correspond au stade de feuillaison.

L’identification de la plante a été faite par Mme Malki la directrice de la société YAZRO,

en comparant notre échantillon avec 1’espece de 1’herbier.
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1.1.1.1. Souches microbiennes

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de 1’espéce étudiée, nous
avons utilisé quelques souches (Tableau 3) fournies par le laboratoire de microbiologie de
’unité de production de Biotic-SAIDAL qui ont été choisies pour leur pathogénicité et leur

fréquence élevée de contamination.

Tableau 4 : Souches microbiennes utilisées dans notre étude

Microorganismes Souche Type Référence Source
E.coli Gram — ATCC 8739
Bacteries Bacillus subtillis Gram + ATCC 6633
Laboratoire de
production
Staphylococcus aures Gram + ATCC 6538 (contrdle de
qualité)
SAIDAL

Candida albicans Levure ATCC 10231

Champignons
Aspergillus brasilisensis Moisissure ATCC 16404

I.2. Méthode d’étude :

1.2.1.1 Extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle d’origanum foribundum est réalisée par hydrodistillation.

% Principe :
La méthode suivie est une hydrodistillation. Cette méthode consiste a immerger
directement le matériel végétal a traiter dans un alambic rempli d’cau distillée qui est ensuite
porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une surface froide et 1’huile

essentielle se sépare par différence de densité [Bruneton, 1999].

23



Chapitre | Matériel et méthode

« Mode opératoire

L’hydro distillation consiste a récupérer les huiles essentielles contenues dans les végetaux

par de la vapeur d’eau.

Pour obtenir I’HE, 12 kg de la matiére végétale fraiche sont mises dans un alambic qui est
liée avec une Chaudiére réglée a 80C® pour favoriser un maximum d’évaporation de 1’eau et de
I’HE sans la détruire. Au cours du chauffage, I’ecau évaporée est chargée d’HE elle migre pour
la réfrigération par 1’eau froide. La séparation de 1’cau et de 1’huile essentielle se fait par

différence de densité. L’eau décantée est appelée hydrolat, elle reste trés parfumée.

L’huile essentielle est pesée pour le calcul du rendement puis conservée au frais a +4°C

dans un flacon en verre ombré.

1.2.1.2 Détermination du rendement

Le rendement en HE (Rne) est defini comme étant le rapport entre la masse d’HE obtenue
apres I’extraction (M”) et la masse de la matiére végétale utilisée (M). Le rendement est exprimé

en pourcentage, il est exprimé par la formule suivante :

!

RHe = 2 % 100
e ™

R : Rendement des huiles essentielles en (%).
M’ : Masse d’huile essentielle en (g).

M : Masse de la matiere végétale séche (g) [AFNOR, 1986].

1.2.1.3. Etude de pouvoir antioxydant

L’activité antioxydant in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du
radical DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) selon la méthode décrite par (Burits et Bucar),
ou 50ul de chacune des solutions méthanoiques de I’huile essentielle testées a différentes
concentrations (200, 400, 600, 800 et 1000 ug/ml) sont mélangées avec 5 ml d’une solution
méthanolique de DPPH (0,004 %). Aprés une période d’incubation de 30 minutes a la
température du laboratoire, 1’absorbance est lue a 517 nm. L'inhibition du radical libre DPPH
par la vitamine C a été également analysée a la méme concentration pour comparaison. On
détermine la cinétique de la réaction et les paramétres de calcul de I’activité antioxydante pour

la vitamine C et pour 1’huile essentielle (Pourcentage d’inhibition, I’index 1C50).
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1.2.1.4. Détermination du pourcentage d’inhibition et I’IC50

Selon Sharififar et al. L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (1%) est

calculée de la manieére suivante :

IOA):(AblanC'AéchantiIIon)/AbIanc

Avec :
A blanc : Absorbance du blanc (méthanol)
A échantillon : Absorbance du compose d'essai.

La cinétique des réactions de I’huile essentielle et de la vitamine C avec le DPPHe a été
inscrite a chaque concentration examinée. Les concentrations en huile essentielle et en vit C, en
fonction des pourcentages du DPPH inhibés, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir
I'index IC50. Ce parametre est défini comme la concentration d'antioxydante requise pour

diminuer la concentration du DPPHe initiale de 50 %.

1.2.1.5 Deétermination de la concentration inhibitrice de 50% des
radicaux (1C50)

Elle est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants (HE, extrait Sou
toute autre substance antioxydant) nécessaire pour inhiber ou faire disparaitre 50% des
radicaux. Elle est obtenue a partir de 1’équation de la courbe de ’activité antioxydante (%) en

fonction de la concentration de 1’antioxydant.

1.2.2 Activité antimicrobienne

Dans notre étude nous avons utilisé la méthode de I’aromatogramme

% Principe
La méthode des aromatogrammes consiste a disposer un disque stérile en cellulose, a la
surface d’une gélose préalablement coulée dans une boite de pétri et ensemencée avec le
microorganisme testé. Apres incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre

(mm) de la zone claire autour du disque indemne de colonie.
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«» Mode opératoire

1.2.2.1. L’activité antibactérienne

1.2.2.1.1. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton.
Liquéfier le milieu de culture Muller Hinton pour les bactéries dans un bain marie.

Sous hote a flux laminaire, verser aseptiquement le milieu de culture gélosé sur les boites
de Pétri a raison de 20 ml par boite. Fermer et laisser refroidir et solidifier a température
ambiante, et conserver dans des conditions évitant toute contamination ou modification de leur

composition.

1.2.2.1.2. Stérilisation du matériel

Les tubes a essai, pipettes, et les disques en papier Wattman (6 mm de diameétre) enrobés

dans du papier aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

1.2.2.1.3. Préparation des solutions bactériennes

Les souches bactériennes sont en semencées dans la gélose nutritive et incubées pendant

24h & 37 °C, pour optimiser leur croissance.

1.2.2.1.4. Ensemencement des suspensions bactériennes

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites pétri, un écouvillon est trempé
dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du
tube. L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut bas entries serré.

L’opération est répétée deux foisons tournant la boite de 60° a chaque fois.

L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon une derniere fois sur tout la surface
gélosée. L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de pétri avec
la méme souche. Les disques imprégnés de I’huile essentielle sont déposes délicatement sur la

surface de la gélose inoculée a I’aide d’une pince stérile.

Les boites de pétris ont incubées pendant 18 a 24 heures a 37 °C.

1.2.2.1.5. Détermination des CMI

Pour les concentrations minimales inhibitrices (CMI), 11 s’agit de déterminer les plus petites

concentrations auxquelles 1’huile essentielle présente encore une activité antibactérienne visible

a I’ceil nu. Des dilutions successives au Tween 80 ont permis de préparer une gamme de dilution
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allant de (100,75 ,50 ,25 ,12.5 ,6.25 ,3.12 %), Les disques imprégnés dans les dilutions sont
déposes délicatement sur la surface de la géelose inoculée a I’aide d’une pince stérile. Les boites

de pétris ont incubées pendant 18 a 24 heures a 37 °C.

1.2.2.2. Activité antifongique

Les mémes opérations sont effectuées avec les souches des champignons, mais dans ce cas
le milieu de culture utilisées le milieu Sabouraud. Les champignons sont activés pendant 7 jours
dans des boites de pétrie a une température de 28°C avant le test, aprées incubation I’inoculum
des champignons est préparé et I’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites pétri
coulés qui contiennent du Sabouraud. La lecture des antibiogrammes est faite apres 72 heures
d’incubation a 28°C.

1.2.2.3. Lecture de résultats

La sensibilité des germes aux huiles essentielles est déterminée aprés incubation par
mesure du diamétre des zones claires autour des disques (diamétres des zones d’inhibitions en

mm) a I’aide d’un pied a coulisse.

L’estimation de I’activité antimicrobienne est basée sur une échelle de mesure mise en place
par Keshavarz et al., (1996) et Menna et sethi (1994) et Ela et al (1996). Est déterminée par
classement des diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne répartis en 4

classes :

v Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 28
mm.

v Modérément inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition varie entre 16 mm
et 28mm.

v Légerement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition varie entre 10 mm
et 16 mm.

v"Non inhibitrice lorsque le diameétre de la zone d’inhibition est inférieur & 10 mm.
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I11.1. Rendement des huiles essentielles

Le rendement des HE est calculé en fonction de la matiére végétale fraiche de 1’espéce
Origanum floribundum. Il est exprimé en pourcentage. Les résultats obtenus montrent que cette

espece fournit un rendement de 0.125 %.

Ce rendement est relativement faible par rapport a celui rapporté par Baser et al (2000)
(0.66 %) qui a travaillé sur I’espéce de Chréa de la wilaya de Blida.
Le rendement est influencé par des parametres intrinséques (étape de croissance)
et extrinseques (condition pédoclimatiques et méthode d’extraction) (Harmouni et al ,2009).
Les facteurs abiotiques influencant le rendement en HE sont la température, I’humidité

relative, le régime des vents (Boulaghmen, 2012).

11.2. Caractéristigues organoleptiques

Les résultats des différentes caractéristiques organoleptiques sont montrés dans le tableau

suivant

Tableau 5 : Caractéristiques organoleptiques de 1’huile essentielle de I’origan

Espéce Couleur Odeur Aspect
Jaunatre a brun foncé Liquide

L’HE Origanum Fortement Mobile
Floribundum Aromatique Limpide

L Liquide

LHE de ["Origanum de Jaunatre a brun foncé Caracterléthue Mobile
I’espagne (AFNOR 2000) Aromatique Limpide

Caractéristiques
L’HE de /’origanum

(AFNOR 2000)

Jaunatre a brun foncé | fortement Liquide

aromatiques
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Les résultants montrent que 1’huile essentielle obtenue est conforme aux normes AFNOR
2000.

11.3. Activité antioxydante

La mesure du pourcentage d’inhibition du DPPH par I’huile essentielle, a permis de
déterminer le pouvoir antioxydant de chaque concentration d’huile. L’approche la plus simple
dans I’interprétation des données, est de tracer le pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration de I’antioxydant testé. Les résultats de I’activité de piégeage du radical DPPH
par I’HE d’Origanum floribundum ainsi que ceux de la vitamine C sont montrés dans la figure

suivante :
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Figure 7 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de la concentration

de I'huile essentielle de I'origan et de I'acide ascorbique (vitamine C).

L’activité anti oxydante de I’HE étudiée et de la vitamine C augmente en fonction de la

concentration.
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Le pourcentage d’inhibition de I’HE atteint la valeur 95 % pour la concentration 1. Pour la
vitamine C, cette valeur est de 93,82 il semble que I’HE d’origan présente une capacité de
réduction du radical DPPH supérieur a celle de la vitamine C.

Les résultats des pourcentages d’inhibitions nous ont permis de calculer les valeurs de la
concentration inhibitrice médiane (la 1C50). Les résultats obtenus sont montrés dans la figure

suivante :
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Figure 8 : Valeurs d’IC50 de I’huile essentielle et de la vitamine C

Selon la figure montrée, 1’huile essentielle de [’origan présente une valeur
d’EC50=169ug/ml, elle possede de ce fait une activité antioxydante supérieure a celle de la vit
C (EC50=410ug/ml)

La forte activité de I’HE peut étre due a sa composition chimique comme le thymol, le
carvacol, Y terpinene (sharififar et al.,2007), p-cymene (bouhdid et al.,2008), carvacrol methyl
ether et thymol méthylether.

Tous ces composants pourraient exercer a cété d’autres composes mineurs un effet de

synergie entre eux et donnerai en une activité antioxydante plus importante.
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Le test de la réduction du radical stable DPPH est un modeéle pratique et largement utilisé
pour évaluer I’activité scavenger et antioxydante en général des substances ¢tudiées (Duan et
al., 2006). Ce test est basé sur la réduction de la solution alcoolique du DPPH en présence
d’antioxydants donateurs d’atomes d’hydrogene, aboutissant a la formation de la forme non
radicalaire DPPH-H. L’activité réductrice des substances étudiées est alors déterminée par leur
capacité a diminuer 1’absorbance de la solution du DPPH a 517nm (Que et al., 2006). Le test
du B-carotene/ acide linoléique est un autre modéle qui mesure indirectement la capacité des
antioxydants a inhiber la peroxydation lipidique. Le principe de ce test est basé sur la propriété
antioxydante des caroténoides qui, aprés neutralisation des radicaux libres se détériorent et
perdent leur coloration ce qui va se traduire par une diminution de 1’absorbance a 490nm
(Barros et al., 2007). Les métaux de transition qui jouent un réle important dans le processus
d’oxydation sont capables de générer des radicaux *OH a partir des peroxydes par la réaction
de Fenton. Dans le test de chélation des métaux, les antioxydants ayants un pouvoir chélateur
inhibent la formation du complexe ferrozine/fer qui a une absorbance caractéristique a 562nm.
La diminution de cette absorbance détermine 1’activité chélatrice des substances étudié¢es (Wu

et al., 2006).

L’huile essentielle de I’origan induit une trés importante activité scavenger envers le
radical DPPH qui atteint environ 86%. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Chun et
ses collaborateurs (2005) qui ont rapporté une réduction de plus de 80% du radical DPPH par
I’extrait aqueux de I’origan commercial. Cette réduction est en relation avec la présence de
substances hydrosolubles capables de céder un atome d’hydrogeéne au radical DPPH pour
donner la forme non radicalaire. Il a été rapporté que la famille des lamiacées, a laquelle
appartient ’origan, est trés riche en polyphénols (Tepe et al., 2005). 1l est par ailleurs connu
que les polyphénols sont doués de propriétés scavenger envers différents types de radicaux, ce
qui leur confére une grande capacité antioxydante. Plusieures études ont rapporté que 1’origan
est riche en différents composés phénoliques (Capecka, 2005 ; Skerget et al., 2005 ; Kouri et
al., 2007 ), comme I’acide rosmarénique, 1’acide caféique et quelques flavonoides (Kouri et al.,
2007). D’ailleurs, I’activité anti-radicalaire des extraits de I’origan envers le DPPH a été
attribuée plus précisément aux flavonoides et aux acides phenoliques (acide rosmarénique et
I’acide caféique) (Capecka, 2005). Il a été rapporté aussi que 1’augmentation de la température
au cours de I’extraction n’implique pas nécessairement la dégradation ou I’oxydation des
composés bioactifs (Meizoso et al., 2006), Les polyphénols présents dans les extraits de I’origan

seraient encore a 1’origine de ces effets antioxydants. En effet, ces polyphénols peuvent inhiber
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la réaction de la peroxydation lipidique en chaine et de neutraliser d’autres radicaux (Chun et

al., 2005).

Ces flavonoides possedent des groupements OH libres qui peuvent céder des atomes
hydrogénes pour bloquer la réaction radicalaire au cours de 1’oxydation de I’huile (Skerget et
al., 2005).

attribuéeparticulierement aux acides phénoliques (Capecka et al., 2005)

lactivité antioxydante des espéces de la famille des lamiacées, est

11.4. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Origanum floribundum est évaluée sur 3
souches (E. coli, Bacillus subtilis, Staphylococccus aures) L’activité antifongique est évaluée
sur 2 souches : une levure (Candida albicans) et une moisissure (Aspergillus brasilisensis) les

résultats obtenus sont montrés dans le tableau suivant

Diamétre des zones d’inhibition en mm
Pure 75% 50% 25% 12.5% | 6.25% | 3.12%
E. coli 25 (++) 16.5 (++) 14 (+) 13 (+) 12(+) | 11(+) | 10(+)
B. subtilis 55 (+++) 22 (++) 17 (++) 12 (+) 10(+) | 10(+) R
S. aures 50 (+++) 31 (+++) 26 (++) 18(++) | 14(+) | 12(+) | 11(#)
C.albicans 55 (+++) 32 (+++4) 30 (+++) | 21 (++) R R R
A. brasilisensis 21 (++) 20 (++) 17 (++4) 16 (++) R R R

(+++) Fortement inhibitrice,

(++) modérément inhibitrice,

(+) Légerement inhibitrice

Tableau 6 : Diametre des zones d’inhibition de I’huile essentielle pure et a différentes

concentration (CMI)

A partir de ces résultats nous constatons que I’'HE d’Origanum floribundum posséde une

activité antimicrobienne importante contre les souches étudiées avec des zones d’inhibition de

55mm, 50mm, 25 mm pour les bactéries B. subtilis, S. aures, E. coli, respectivement.
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Les bactéries a gram + (B. subtilis, S. aures) sont fortement inhibée par I’HE étudiée

montrant des diametres variant de 55 a 50 mm.

Des travails réalisés pour des échantillons de la méme espece récoltée a Kadieria, et a
Hammam melouane ont montré des résultants meilleurs. Selon ces travaux (Hazzit, . 2008) et
(Boulaghmen, .2012), les souches Basilus subtillis, Staphylococccus aures, sont fortement

inhibées (diamétres des zones d’inhibition de 55,79 mm et 41,70 mm respectivement).

Concernant la souche E. coli, les résultants montrent que les huiles essentielles sont
fortement inhibitrices (25 mm de diameétre). Des résultants similaires sont notés pour
I’échantillon collecté a chréa (23 mm), contrairement aux résultats de 1’espéce collectée a

Hammam melouane qui se caractérise par une forte inhibition (45.67 mm) (Boulaghmen 2012)

La souche fongique Condida albicansn est fortement inhibée de (55 mm). Les résultats
obtenus pour d’autres échantillons sont soit moins importants (31.3mm pour 1’échantillon

collecté a chréa) ou bien similaires (52.67 mm pour 1’espéce de Kadiria). (Hazzit, 2008).

Nous constants que toutes les souches microbiennes ont montré une sensibilité a I’'HE
étudié.

Certains auteurs ont signalé que les bactéries a gram — sont généralement les plus sensibles
a I’action de I’HE que les bactéries a gram + ( Haddouchi., 2008 et al ; zaika, 1988).

D’autres auteurs ont montré que les bactéries a gram — se sont révélées plus résistantes a

I’HE que les bactéries a Gram + (Blerbeck et al., 2002 sicropoulou et al., 1995).

La résistance des bactéries a Gram — a ’action d’HE serait due la présence d’une seconde
membrane composée de lipopolysaccharides (LPS), qui forme une barriére vis-a-vis des HE

ayant un caractere hydrophobe (Prescott, 2003).

D’autres auteurs ne trouvent pas une différence significative entre la sensibilité des

bactéries Gram — et celle des bactéries Gram + (Deans et al., 1987 ; Belgin et al., 2009).

Encre qui concerne I’activité antifongique, la souche C. albicans montré une forte
sensibilité vis-a-vis de I’HE avec un diamétre d’inhibition de 55mm, suivie par la souche A.
brasilisensis qui est modérément inhibitrice (21mm). Ces résultants montrent aussi que I’HE

de I’origan possede une tres forte activité antifongique contre C. albicans et A. brasilisensis.

Cette action antifongique d’HE est due a une augmentation de la perméabilité de la

membrane plasmique suivi d’une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu
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cytoplasmique et donc la mort de la levure (Mann et al., 2000). En effet, les composes
terpéniques des HE et plus précisément leurs groupements fonctionnels réagissent avec les
enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures (Giordani et
Kaloustiane, 2006). Aussi d’aprées (Goetz, 2012), une tres grande variété d’HE est connue pour
exercer des propriétés antimicrobiennes et dans la plupart des cas, cette activité est due a la
présence de constituants actifs représentés principalement par des mono terpénes,
sesquiterpénes, des alcools, et d’autres hydrocarbures de phénols et qui sont présents dans la

composition chimique de notre espéce.
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Conclusion

Dans le cadre de valorisation des espéces vegétales algériennes a caractéres thérapeutiques,
nous nous sommes intéressées a I’étude de I’origan (Origanum floribundum) qui est une espéce

endémique tres répandue en 1’ Algérie.

Le présent travail est consacré a la détermination du rendement, les propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes de I’huile essentielle d’Origanum floribundum récoltée de la

région de Tipaza en stade de feuillaison.

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par hydro distillation. Le rendement obtenu
est I’ordre de 0.125%.

Les résultats de I’activité antimicrobienne testée par la méthode de diffusion de disque sur
milieu solide ont montré que notre huile essentielle est douée d’une forte activité vis-a-vis les
souches a Gram- (E. coli), les souches a Gram + (B. subtilis, S. aures) et les souches fongiques

(C. albicans, A. brasilisensis).

L’huile essentielle de 1’origan posséde une activité antioxydante importante, elle présente un

pouvoir inhibiteur des radicaux libres plus élevé par rapport a celui de la vitamine C.

En conclusion, nous pouvons dire que le présent travail peut étre considéré comme un
renvoi d’information sur les parametres organoleptiques et les propriétés antibactériennes et
antioxydantes de 1’huile essentielle de /’Origanum floribundum. Cela permettra de valoriser
cette espece locale et trouver des applications dans plusieurs secteurs thérapeutique ce qui

justifient son utilisation en médicine traditionnelle comme traitement & plusieurs pathologies.
A la lumiére de ces résultants il serait intéressant de compléter ce travail par :

v L’utilisation d’autres méthodes d’extraction des huiles essentielles

v Déterminer la composition chimique de ’huile essentielle par GC/MS

v ldentifier et isoler les composés bioactifs en utilisant plusieurs techniques plus fines
(CCM, HPLC ...))

v’ Elle permet de tester d’autres vertus thérapeutiques de I’'HE d’origan comme :

- Activité anti-inflammatoire
- Activité antivirale

- Activité antiparasitaire
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Annexe 1

Materiel non biologigue :

Les grandes L ’appareillages :

Tableau 07 : les grandes L’appareillages utilisés :

Les appareilles Le role
Hotte a flux laminaire Eviter la contamination microbienne.
Etuves Chauffer a température régulée des éléments.
Autoclave La stérilisation par la vapeur

. Détermination des masses moléculaire des composée analysée
Spectrometre

ainsi que leur identification.

Agitateur Homogéniser une solution.

> Autres appareilles :

e Bec benzene

e Bain marie

e Balance métalique
e Pieda coulisse

> Verreries et autres :
e Micropipettes 1ml.

e Béchersen PP ou en verre.
e Burette graduée.

e Les boites de pétri.

e Bécher de 100ml.

e Flacon en verre fumé

e Gants

e Papier aluminum

e Pince sterile
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Disques d’intibiogramme stériles.

Tube de 10ml et 13.5mm.

Papier aluminium

> Les réactifs et solutions :

L’eau distillé
DPPH.
Méthanol
Tween80
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» Annexe 2

Figure 10 : Etuve de sterilisation
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> Annexe 3
Activité antimicrobienne

Figure 11 : Etuve de sterilisation

Figure 12 : Hotte a flux laminaire
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Figure 13 : Les différents dilutions de I’activité antimicrobienne

Figure 14 : Les écouviantes des souches utilisée .
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