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Résume

L’étude phytochimique et biologique menée sur origanum floribundum Munby, espéce
endemique de la flore algérienne, a permis de révéler une richesse significative en métabolites
secondaires ainsi qu’un potentiel biologique notable. Le matériel végétal est constitué¢ de la
partie aérienne, des feuilles et des fleurs et a été récolté fin mai et début juin 2024 dans la
commune d'Amariya, I'une des communes de la province algérienne de Médéa. L’huile
essentielle extraite par hydrodistillation a présenté un rendement élevé de 4,11 %, avec une
densité de 0,851, un indice d’acide de 1,456 mg KOH/g, un indice de saponification de 56,1
mg KOH/g et un indice d’ester de 54,644 mg KOH/g, attestant de sa bonne qualité et de sa
conformité aux normes AFNOR. Les extraits organiques obtenus par macération ont
¢galement affiché de bons rendements, notamment 1’extrait chloroformique (31,865 %) et
I’extrait méthanolique (10,31 %). Les tests phytochimiques ont mis en évidence la présence
de flavonoides, de tanins, de terpenes, de stérols, de saponosides et de sucres réducteurs, avec
une absence d’alcaloides. La quantification des polyphénols totaux a révélé des
concentrations de 138,2 mg EAG/g pour ’extrait chloroformique et de 17,275 mg EAG/g
pour I’extrait méthanolique. Les flavonoides totaux ont été estimés a 16,9 mg EQ/g pour
I’extrait chloroformique et a 7,64 mg EQ/g pour D’extrait méthanolique. L’activité
antioxydante, exprimée par la valeur ICs,, a €été faible avec 0,392 mg/ml pour I’huile
essentielle et 1,46 mg/ml pour I’extrait chloroformique, contre 0,0147 mg/ml pour la vitamine
C utilisée comme référence. Sur le plan antibactérienne, I’huile essentielle a démontré une
forte activité contre les bactéries Gram positives (S. aureus, E. faecalis) avec une CMI de
0,039 mg/ml, mais une efficacité réduite contre les Gram négatives (P. aeruginosa : 2,5
mg/ml ; E. coli > 10). L’extrait chloroformique a également montré une bonne efficacité
contre S. aureus (CMI = 0,1562 mg/ml), tandis que I’extrait méthanolique s’est révélé le
moins actif. L’ensemble de ces résultats confirme que 0. floribundum représente une source
prometteuse de composés bioactifs aux applications potentielles en pharmacologie,
cosmétique et agroalimentaire. Sa valorisation pourrait également contribuer au
développement local durable en Algérie, en particulier dans les régions ou elle est

naturellement présente.

Mots clés: Origanum floribundum Munby, Lamiaceae, huile essentielle, activité

antioxydante, activité antibactérienne.



Abstract

The phytochemical and biological study conducted on Origanum floribundum Munby, an
endemic species of the Algerian flora, revealed a significant richness in secondary metabolites
and notable biological potential. The plant material, consisting of the aerial parts, leaves, and
flowers, was collected in late May and early June 2024 in the commune of Amariya, one of
the municipalities in Médéa Province, Algeria.The essential oil extracted by hydrodistillation
showed a high yield of 4.11%, with a density of 0.851, an acid index of 1.456 mg KOH/g, a
saponification index of 56.1 mg KOH/g, and an ester index of 54.644 mg KOH/g, indicating
good quality and compliance with AFNOR standards. Organic extracts obtained by
maceration also displayed good yields, particularly the chloroform extract (31.865%) and the
methanolic extract (10.31%).Phytochemical tests revealed the presence of flavonoids, tannins,
terpenes, sterols, saponins, and reducing sugars, with the absence of alkaloids. The
quantification of total polyphenols revealed concentrations of 138.2 mg GAE/g for the
chloroform extract and 17.275 mg GAE/g for the methanolic extract. Total flavonoids were
estimated at 16.9 mg QE/g for the chloroform extract and 7.64 mg QE/g for the methanolic
extract.The antioxidant activity, expressed by the ICso value, was low, with 0.392 mg/ml for
the essential oil and 1.46 mg/ml for the chloroform extract, compared to 0.0147 mg/ml for
vitamin C used as a reference. Antibacterial tests showed strong activity of the essential oil
against Gram-positive bacteria (S. aureus, E. faecalis) with a minimum inhibitory
concentration (MIC) of 0.039 mg/ml, but reduced efficacy against Gram-negative bacteria (P.
aeruginosa: 2.5 mg/mL; E. coli > 10). The chloroform extract also showed good efficacy
against S. aureus (MIC = 0.1562 mg/ml), while the methanolic extract was the least active.
These results confirm that O. floribundum represents a promising source of bioactive
compounds with potential applications in pharmacology, cosmetics, and the food industry. Its
valorization could also contribute to sustainable local development in Algeria, particularly in

the regions where it naturally occurs.
Keywords :
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Introduction Générale :

On compte environ 2000 plantes utilisées en herboristerie. Jusqu'a I'avénement de la chimie
moderne (extraction, synthése), les plantes ont été 1’une des principales, sinon la principale,
ressources de la pharmacopée utilisée par les différentes civilisations. Elles font
historiquement partie de la medecine et restent des éléments de base de la chimiothérapie
moderne. Dans son ensemble, une plante constitue un ensemble riche et complexe, composé
de parties aériennes (feuilles, fruits, fleurs...) et de parties souterraines (racines, rhizomes...).
Elle peut contenir une ou plusieurs substances actives, chacune ayant ses propres indications
et méthodes de préparation. La recherche en phytothérapie sélectionne les plantes les plus
actives et les plus efficaces pour lutte contre les maladies [1]. Limitation des effets
indésirables, dosimétrie des principes actifs stabilisés. Avec ces méthodes, la pharmacognosie
ouvre la porte a de nouvelles utilisations issues des vegétaux, par exemple dans la lutte contre
les cancers [2]. L'Algérie, de par sa position géographique, bénéficie de plusieurs facteurs
pédoclimatiques et de ressources hydriques favorables au développement des plantes
spontanées, notamment les plantes medicinales [3].

De nombreux auteurs ont tenté de définir ce qu’est une huile essentielle. Selon 1’ Association
Francaise de Normalisation (AFNOR), une huile essentielle est définie comme un produit
obtenu a partir d’'une matic€re premiére naturelle d’origine végétale, soit par distillation a 1’eau
ou a la vapeur, soit a partir du péricarpe des fruits des especes citrus par un procédé
mécanique, soit par distillation seche. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase
aqueuse par des moyens physiques (décontamination). Les huiles essentielles (ou essences,
huiles volatiles, huiles éthérées, ou aetheroleum) sont des mélanges naturels complexes de
substances volatiles, lipophiles et odorantes que I’on retrouve dans les plantes aromatiques.
La plupart des huiles essentielles sont incolores ou jaune pale, liquides a température
ambiante et moins denses que 1’eau.Les constituants chimiques des huiles essentielles sont de
faible poids moléculaire, parfois optiquement actifs, solubles dans la plupart des solvants

organiques (éther, alcool, acétone), mais insolubles dans 1’eau [4].

Nous avons formulé notre problématique de recherche afin d'identifier de nouvelles molécules
présentant des activités biologiques, en nous basant sur la biodiversité végétale algérienne.
Malgré son importance, peu d'espéces végétales ont été étudiées sur le plan chimique. Cela
augmente les possibilités de découvrir de nouveaux métabolites actifs ou d'observer de

nouvelles activités sur des composés déja connus. C'est dans cette perspective que se situe
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notre recherche, qui se concentre sur I'analyse d'une espéce du genre origanum, en s'appuyant
sur I'endémisme et les propriétés medicinales. La conception de cette présentation de mémaoire
est la suivante : Le premier chapitre propose une revue bibliographique qui condense les
principaux aspects des espéces choisies de la famille des Lamiaceae. Il inclut une présentation
systématique de I'espece origanum floribundum, ses propriétés thérapeutiques et ses
composants actifs, suivie d'une analyse des recherches antérieures sur origanum floribundum.
Le chapitre suivant se concentrera sur les recherches expérimentales, qui incluent I'analyse
phytochimique, I'extraction et I'extraction des huiles essentielles (hydrodistillation), la
quantification des polyphénols et des flavonoides ainsi que [I'évaluation de [activité
antioxydante (DPPH) des extraits et des huiles essentielles, ainsi que l'appréciation de I'effet
antibactérien des divers extraits et de I’huile essenticlle de notre plante. Le dernier chapitre
compile les diverses observations et la discussion des résultats obtenus. Nous conclurons
notre étude par une conclusion et mettent en lumiére les perspectives futures de recherche

dans ce domaine.



CHAPITRE I
Revue bibliographique




Partie 1 : Généralités sur I’origan

I1.1. La famille des Lamiaceae :

La famille des Lamiaceae, également connue sous le nom de Labiées, est une famille
importante de plantes a fleurs dicotylédones. Elle tire son nom du latin "labium", qui signifie
"levre"”, en raison de la caractéristique commune de la forme des corolles de ces plantes. Les
Lamiaceae constituent une famille tres diversifiéeu avec 224 genres et environ 4000 espéces.
Elle est aussi bien répandue dans les zones tropicales que dans les zones tempérées du monde.
Elle est bien représentée dans la flore d'Algérie avec 183 taxons dont 19 endémiques. Elle
arrive en quatrieme position apres les Asteraceae (557 taxons), les Poaceae (456 taxons) et
les Fabaceae (455 taxons) [5], avec 27 genres et 140 especes. La famille des Lamiaceae est
tres homogéne et assez facile a reconnaitre sur la base des critéres suivants [6] : 1l s'agit le
plus souvent de plantes herbacées, mais elles peuvent étre ligneuses et prendre la forme
d'arbrisseaux ou de sous-arbrisseaux comme le romarin (Rosmarinus officinalis) et I'origan
(Origanum floribundum). Elles sont connues pour leur utilisation variée, tant en cuisine qu'en
parfumerie ou en pharmacie, comme la ballote, la lavande, la marjolaine et la mélisse. C’est
une grande famille trés typique du monde végétal, qui posséde une importance économique

due a sa richesse en huiles essentielles [7].

1.2. Le genre origan :

Le genre Origanum, appartenant a la famille des Lamiaceae, est reconnu pour sa richesse en
propriétés médicinales. De plus, il se caractérise par un grand nombre d'activités biologiques,
notamment antimicrobiennes, antifongiques, antioxydantes et insecticides, qui présentent des
bienfaits pour la santé humaine. Ce genre comprend environ 42 espéces largement réparties
autour de la Méditerranée. Notre étude s'est intéressee a origanum floribundum Munby, I'une
des deux espéces présentes en Algeérie. Selon la taxonomie d'origanum établie par origanum
floribundum Munby est classé dans la section Elongaspica [8]. Cette espéce spontanée est rare
et endémique du centre-nord de I'Algérie ; elle se caractérise systématiquement par des €pis
laches et délicats, des calices tubulaires a cing dents égales, ainsi que par des tiges prostrées a
la base. En médecine traditionnelle, elle est utilisée comme expectorant et contre la toux, ainsi
que comme herbe culinaire par la population locale. Des études antérieures ont montré que
I'nuile essentielle de cette espece est riche en composés phénoliques et possede des activités

biologiques [9].



1.3. Historique de genre d’origan :

Le nom de genre Origanum vient du grec Origanon, qui serait la réunion des termes Oros
(montagne) et ganos (brillant), faisant allusion au fait que la plante scintille sur la montagne.
Floribundum signifie trés florifére [10]. L'utilisation de lI'origan a été médicinale avant d'étre
culinaire. Les Grecs utilisaient les feuilles pour soulager les muscles douloureux. Les
Romains le prenaient pour apaiser les morsures de serpents ou de scorpions. Aristote et
Hippocrate recommandaient déja I'origan pour ses effets contre les maladies respiratoires, les
bralures et les problemes de digestion [11]. L'origan est un genre de plantes aromatiques
appartenant a la famille des Lamiacées. Il comprend environ 40 especes réparties
principalement en Méditerranée et en Asie occidentale. Voici quelques espéces notables

d'origan :

1.4. Espéces principales d’origan :
Tableau 1.1 : Les espéces principales d origan.

Espece Nom commun  Répartition Utilisation Référence
géographique

Origan commun  Europe, Asie Aromatique, [12]
tempérée. médicinal

(antiseptique,

digestif)
Marjolaine Méditerranée Culinaire, anti- [13]
orientale inflammatoire.




Dittany de Créte Crete (Greéce) Infusions [14]
médicinales,

antioxydant

Origan syrien/  Moyen-Orient Alimentaire [15]

Za'atar (Liban, Syrie, (za’atar),

phalestine) médicinal
Origan turc Turquie, Grece. Huile [16]
essentielle

(carvacrol).

Origan florifere  Nord de I’Algérie Médicinal,
(endémique). insecticide [17]

naturel.



1.5. Description botanique :

L'origan est un sous-arbrisseau vivace de 30 a 50 cm de hauteur, implanté sur les pentes
escarpées du bassin méditerranéen. Faisant partie de la famille des Lamiaceae, il est trés
proche de la marjolaine, avec laquelle il partage les mémes propriétés. Ses rameaux
rougeatres, carrés, portent de petites feuilles duveteuses a la forme ovoide se terminant en
pointe. Ses fleurs wvont du blanc au mauve selon les espéces [18].
Les caractéres morphologiques végetatifs de I'origanum floribundum (espéce vivace herbacée,
aromatique médicinale et condimentaire) se caractérisent par :

e Latige : prostrée a la base, les jeunes sont décombantes, dressées, gréles et a section
carrée, quadrangulaires et de courts rameaux a l'aisselle sont de couleur verdatre.

e La racine : est un rhizome (tige souterraine) ligneux avec des rejets filamenteux
(racines adventives), ce qui lui confére une bonne accroche (d'ou son abondance dans
les zones de hautes altitudes).

e Les feuilles : sont ovales, pétiolées a bord peu denté, opposées et de taille variable, les
feuilles inférieures étant plus grandes.

e Les fleurs : sont hermaphrodites ; elles s'organisent en épis laches (inflorescence
indéfinie), disjointes apreés la floraison. Le calice a 5 dents courtes ; la corolle présente
des levres sensiblement égales, plut6t régulieres.

e Le fruit: est un tétrakéne, ovoide et lisse, de couleur noiréatre [19].

|.6. Répartition géographique :

o En Algérie :

Origanum floribundum est une espece endémique de I'Algérie, ou elle est rare dans I'Atlas
tellien et en grande Kabylie. Le genre origanum, appelé communément « Zaatar » en
Algérie, appartient a la famille des Lamiaceae et est originaire du sud- est méditerranéen et
de I'Asie occidentale. Il compte 46 taxons sur le pourtour méditerranéen. En Algérie, il est
représenté par deux especes spontanées phylogénétiquement proches : origanum
glandulosum Desf, endémique algéro-tunisienne, et origanum floribundum, localisé dans le

secteur de I'Atlas blidéen et celui de la grande Kabylie [19].



e Dans le monde :
Le genre origanum appartient a la famille des Lamiacées et se concentre a environ 75% dans
la région méditerranéenne, en particulier dans les régions orientales. L'origan pousse surtout
dans les pays méditerranéens, ainsi que dans de nombreux pays d'Europe et d'Asie [20]. Parmi
les 49 taxons, 13 especes sont classées comme rares, dont origanum floribundum d'Algérie.
La culture de cette plante aromatique a lieu principalement en Espagne, dans le bassin
méditerranéen, mais également en Italie, en Inde, au Mexique et aux Etats—Unis. Trés
répandue en Europe et en Asie dans les prés secs ou les pentes arides jusqu'a 2000 m, les
espéces courantes, plus ou moins communes dans le Tell, sont origanum glandulosum Desf.
(Espece nord - africaine : Algérie, Tunisie), o. hirtum Batt. (Espéce nord -africaine), O.
compactum Benth (espéce ouest méditerranéenne) et o. floribundum (espéce endémique). Les
trois espéces du genre origanum présentes en Algérie se trouvent toutes en Kabylie :
-Origanum glandulosum Desf. (= origanum compactum Benth).
- Origanum majorana, est mediterranéenne ; elle est souvent nommée merdgouch, cultivée et
plus ou moins subspontanée.
- Origanum floribundum, endémique, est présente en Algérie, ou elle est rare dans I'Atlas
tellien et en grande Kabylie ; on les trouve dans les paturages, tant en montagne [21].

Figure I.1. : Aire de distribution du genre origanum [8].



1.7. Classification dans la systématique botanique :

Selon la classification classique des plantes, le serpolet suit la classification suivante :

Tableau 1.2 : Classification de plante origanum floribundum.

Reégne Plantae
Sous régne Trancheobionta
Embranchement Spermaphyta

Sous embranchement

Angiosperme

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae (Labiatea)

Genre Origanum

Espéce Origanum floribundum

1.8. Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des extraits naturels dérivés de diverses parties des plantes
aromatiques, telles que les fleurs, les feuilles, les écorces ou les racines, obtenus par des
méthodes comme la distillation a la vapeur ou le pressage a froid. Elles renferment des
principes actifs concentrés qui leur attribuent des propriétés diverses, employées depuis des
siécles en médecine traditionnelle, en aromathérapie et dans les cosmétiques. Chaque huile
essentielle possede des avantages particuliers : par exemple, 1’huile de lavande est connue
pour ses effets relaxants sur le stress et le sommeil, alors que I’huile de menthe poivrée est
énergisante, aidant la digestion et atténuant les maux de téte. L'huile de citron est réputée pour
ses effets dynamisants et nettoyants, tandis que I'huile d'arbre a thé est largement employeée
pour ses qualités antiseptiques et purificatrices sur la peau. Ces huiles peuvent étre employées
de diverses maniéres, telles que l'inhalation, I'application sur la peau aprés dilution dans une

huile végétale, ou en les incorporant a l'eau du bain pour une expérience apaisante.



Néanmoins, leur emploi doit se faire avec précaution, car certaines huiles peuvent provoquer
des irritations ou étre déconseillées aux femmes enceintes, aux enfants ou aux personnes

vulnérables [22].

1.9. Repartition botanique des huiles essentielles :

Parmi les 800.000 especes de la flore, seules 10% sont considérées comme aromatiques et
aptes a produire une essence [23]. Elles se classent dans plusieurs familles, notamment :
Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Poaceae,
Zingiberaceae et Piperaceae [24] .Les huiles essentielles se trouvent dans tous les organes de
la plante : fleurs (Origan et Menthe), écorce (Cannelier), racines (Vétiver), rhizomes
(Gingembre), fruits (Anis, Fenouil et Bardianier) et bois (Camphrier). La concentration d'une
substance en huile essentielle est habituellement faible, se situant entre 1% et 1%o0. Cependant,
il y a certaines plantes avec une concentration en essence dépassant 5%, comme la Badiane de
Chine. Le Clou de Girofle, pour sa part, contient plus de 15% d'huile essentielle [25]. Les
huiles essentielles se forment dans le cytoplasme des cellules qui sécrétent. Elles sont
conservées dans des cellules modifiées en cellules glandulaires, dans des poils glands, des

cavités sécrétrices ou des voies secrétrices [26].

1.10. Conservation des huiles essentielles :

Par nature, I'HE est trés volatile, instable et fragile ; elle doit étre conservée a l'abri de la
lumiere, de la chaleur et de l'air, car elle s'oxyde facilement. Elle se conserve 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 maniére étanche (l'espace libre étant occupé

par de l'azote ou un autre gaz inerte) [24].
1.11. Propriétés physiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles forment un groupe homogéne caractérisé par des propriétés physiques
spécifiques.

e A température ambiante, elles se présentent généralement sous forme liquide, &

I'exception de certaines comme la myrrhe et le santal, qui peuvent étre visqueux, ou

encore la rose et le camphrier, susceptibles de se cristalliser [27].



e Les huiles essentielles se caractérisent par une volatilité élevée, liée a leur nature
odorante, ce qui les distingue des huiles fixes. Cette propriété permet leur extraction par
entrainement a la vapeur. Leur couleur est genéralement incolore a jaune péle, bien qu'il
existe des exceptions. Par exemple, I'huile essentielle de camomille romaine (Anthemis
nobilis) présente une teinte bleu clair, due a la présence d'un composé appelé
chamazulene [28].

e Leur densité est, le plus souvent, inférieure a 1. Seules trois HE officinales ont une
densité supérieure a celle de l'eau : ce sont les HE de sassafras, de cannelle et de
giroflier. La densité de I'huile essentielle d'origan varie généralement entre 0,900 et
1,000 g/mL, selon les conditions spécifiques de la plante et du processus d'extraction
[29].

e Peu solubles dans I'eau, elles lui communiquent cependant leur odeur (eaux distillées
aromatiques) ; elles sont solubles dans les alcools a titre élevé (différences avec les
lipides), solubles dans les huiles fixes et dans la plupart des solvants organiques, elles
sont liposolubles [30].

e Point débullition : Le point d'ébullition de I'huile essentielle d'origan est généralement

autour de 170 a 190 °C, en fonction de sa composition chimique spécifique [31].

1.12. Notion de chémotype :

Le chémotype (ou chémovar) désigne la variété chimique d’une plante aromatique
appartenant a la méme espéce botaniques, mais dont I’huile essentielle présente une
composition majoritairement différente en principes actifs. Ce concept est crucial en
aromathérapie car, bien que deux plantes aient le méme nom latin, leurs effets thérapeutiques,
leurs indications et leurs toxicités peuvent différer considérablement selon leur chémotype. La
variation chimique dépend de facteurs environnementaux tels que le climat, le sol, 1’altitude,

la période de récolte et les conditions de distillation.

Le tableau au-dessus résume les principaux chémotypes d’origanum floribundum identifiés
dans différentes régions d’Algérie. Il met en évidence la variabilité de la composition en
huiles essentielles selon les localités, avec des composés dominants tels que le thymol, le

carvacrol, le p-cyméne et le y-terpinene, reflétant une diversité chimique.
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Tableau 1.3 : Les principaux chémotypes d’Origanum floribundum identifiés dans différentes

régions d’Algérie

p-cyméne 73,4 %  y-terpinene 12,3 %  [32]
thymol 6,1 %
carvacrol 9,5 %

p-cyméne 60,7 %  y-terpinene 0,9 % [32]
thymol 2,5 %

carvacrol 1,1%

thymol 86.9% p-cymeéne 5.1% [33]
linalool 1.3%

thymol 31,7 % p-cymene 16 % [34]
y-terpinene 21,2 %

1.13. Utilisation traditionnelle :

L’origanum floribundum Munby, est reconnue pour ses multiples applications dans les
domaines médicinal, culinaire et industriel, principalement grace a la richesse de son huile

essentielle en composés bioactifs tels que le thymol, le carvacrol et le p-cyméne.
1.13.1. Usages médicinaux et thérapeutiques :

e Antimicrobien et antifongique : L’huile essenticlle d’o.floribundum présente une
activité antimicrobienne notable contre divers micro-organismes, notamment Candida
albicans et Pseudomonas aeruginosa [35].

e Antioxydant : L’huile essentielle démontre une capacité antioxydante significative,
comparable a celle de I’hydroxytoluéne butylé¢ (BHT) et du tocophérol (vitamine E),
bien que légérement inférieure a ces antioxydants de référence [32].

¢ Insecticide naturel : Des études ont révélé que 1’huile essentielle d’o.floribundum,
riche en thymol (jusqu’a 86,9 %), posséde une activité larvicide efficace contre Culex
pipiens, suggérant son potentiel en tant qu’alternative écologique pour le contréle des

vecteurs de maladies [36].
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1.13.2. Usages culinaires :

o Aromate traditionnel : Les feuilles d’o. floribundum sont utilisées comme épice dans
la cuisine locale, similaires a [’origan commun, pour aromatiser divers plats

méditerranéens [32].
1.13.3. Utilisations industrielles et cosmétiques :
Les propriétés des huiles essentielles d’o.floribundum en font un ingrédient potentiel dans :

o L'industrie agroalimentaire : comme agent de conservation naturel grace a ses
activités antimicrobiennes.

e Les produits cosmétiques : pour ses effets purifiants et antiseptiques, notamment
dans les savons et lotions.

o Les produits de nettoyage : utilisées pour ses propriétés désinfectantes et son ardbme

agréable.

Partie 2 : Etude antérieures de genre origanum

Les plantes de la famille des Lamiacées, ont fait l'objet de plusieurs études
phytochimiques et biologiques par intérét économique surtout pour leurs huiles

essentielles.
1.1. Etude de la composition chimique d’huile essentielle d’origan :

Les huiles essentielles du genre Origan sont caractérisées par une grande diversité chimique
influencée par des facteurs tels que 1’espéce, les conditions environnementales, et le
chémotype. Elles sont majoritairement composées de monoterpenes, sesquiterpénes, et de

phénols qui conférent leurs propriétés biologiques et thérapeutiques remarquables.
I.1.1. Monoterpenes :

Les monoterpenes sont formes a partir du couplage de deux unités d'isoprene (Cyp). Ce sont
les molécules les plus representatives constituant 90% des HE et permettant une grande
variété de structures. Ces composés peuvent étre : monoterpenes acycliques, monocycliques,
bicycliques. Ils se composent de plusieurs fonctions : alcools, aldéhydes, cétones, esters,

peroxydes et phénols [37]. L’huile essenticlle d'origanum floribundum contient des
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monoterpenes, tels que le p-cymeéne, le y-terpinéne et le thymol. Ces composés sont des
hydrocarbures cycliques volatils, caractéristiques des monoterpénes, et sont présents en
quantités significatives dans I'huile essentielle de cette plante.

1.1.2. Sesquiterpénes :

L’huile essentielle d'origanum floribundum contient une faible proportion de sesquiterpénes.
Une étude a révélé que les sesquiterpenes représentaient environ 0,1 % de la composition
chimique totale de [I'huile essentielle de cette plante .Les sesquiterpénes sont des
hydrocarbures terpéniques constitués de trois unités d'isoprene, soit 15 atomes de carbone.
Bien qu'ils soient présents en faibles quantités dans I'huile essentielle d'origanum
floribundum, ces composés peuvent contribuer a certaines propriétés organoleptiques et
thérapeutiques de I'huile essentielle. Méme si les sesquiterpénes sont présents en trés faibles
concentrations dans I'huile essentielle d'origanum floribundum, ils font partie de sa

composition chimique globale [38].

1.1.3. Phénols :

L’huile essentielle d'origanum floribundum contient des phénols, notamment le thymol et le
carvacrol. Ces composés phénoliques sont responsables de nombreuses propriétés biologiques
de TI'huile essentielle, telles que son activité antioxydante, antimicrobienne et anti-
inflammatoire. Par exemple, une étude a révélé que le thymol représente environ 38,3 % de la
composition chimique de I'huile essentielle d'origanum floribundum, tandis que le carvacrol
est également présent a environ 1,8 %. Ces deux phénols sont des composants majeurs de
I'nuile essentielle et contribuent a ses effets thérapeutiques. De plus, une analyse par
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) a montré la présence de groupes
fonctionnels caractéristiques des phénols, tels que les bandes d'absorption autour de 3407cm™
et 1290 cm ™', ce qui confirme la présence de composés phénoliques dans I'huile essentielle.
L'origanum floribundum est une source riche en phénols, ce qui en fait un sujet d'intérét pour

des applications en aromathérapie, en cosmétique et en phytothérapie [39].
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Tableau 1.4 : Composition chimique majoritaires de 1’huile essentielle d’espéces d’origan.

Les espéces

Origanum

vulgare

Origanum
floribundum
Munby :

Origanum

majorana

Origanum

onites

Origanum

syriacum

Origanum

virens

Composition

-Carvacrol : 60-80 %
-Thymol : 5-20 %
-y-Terpinéne : 5-10 %
-p-Cymene : 5-15 %
-Carvacrol : 40-86,9%
-p-Cymene : 5,1-53,4%
-Linalool : 1,3-16,1%
-y-Terpinéne : 12,2-28,7%
-y -Terpinéne : 17,35-19,2%
-Linalool : 13,8-15,37%
-B-Caryophylléne : 2,4%
-Thymol : 1,32%
-Carvacrol : 47,99%
-Sabinene hydrate : 6,14%
-Caryophyllene : 1,17%

- Thymol : 17,9%

- p-Cymeéne : 8,7%

- Terpinolene : 0,2%

- Carvacrol : 68,1%

- y-Terpinene : 9,9%

- p-Cymeéne : 4,5%

Utilisation

Espéce la plus connue, utilisée

en cuisine sous le nom d'origan.

Utilisation comme alternative

naturelle aux insecticides
chimiques pour la lutte contre

les moustiques et les tiques.

Utilisé comme herbe
aromatique, les digestifs
soulagent les troubles

intestinaux, les ballonnements et

les spasmes.

Utilisé en cuisine, notamment en

Grece, en Sicile et en Turquie.

Utilisé dans le mélange d'épices

za'atar au Moyen-Orient.

L'huile essentielle d‘origanum
virens est utilisée pour ses
propriétés relaxantes et

antiseptiques.
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Figure 1.2. : Structures de quelques composés chimiques d’espéce d ‘origanum floribundum.
1.2. Activités biologiques des espéces d’origan :

Les huiles essentielles du genre origanum possedent une large gamme d'activités biologiques,
principalement en raison de leur composition chimique riche en composés bioactifs. Voici les

principales activités d’origan :
11.2.1. Activité Antioxydante :

Une étude publiée en 2019 a évalué I'activité antioxydante de cette huile essentielle en
utilisant le test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle). Les résultats ont montré que I'huile
essentielle d'Origanum floribundum présente une capacité de piégeage du radical DPPH
comparable a celle de I'nydroxytoluene butylé (BHT) et du tocophérol (vitamine E) aux
concentrations de 600, 800 et 1000 mg/l. Cependant, a des concentrations de 100, 200 et 400
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mg/l, son efficacité est inférieure a celle de ces antioxydants de référence, avec une valeur
ICso de 500,71 + 16,97 mg/I [3].

Une autre étude a comparé l'activité antioxydante de I'huile essentielle d'origanum
floribundum avec celle des extraits méthanoliques (ME) en utilisant les tests DPPH, ABTS et
le pouvoir réducteur du fer. Les résultats ont indiqué que les extraits méthanoliques étaient
géneralement plus efficaces que les huiles essentielles en raison de leur richesse en composés
antioxydants tels que les polyphénols et les flavonoides. Cependant, I'huile essentielle
d'Origanum floribundum a montré une activité antioxydante significative, notamment dans le
test DPPH, avec une valeur IC50 de 369,9 £ 3,1 ug/ml, comparable a celle du BHT 230 pg/mi
[36].

L'huile essentielle d'origanum floribundum présente des propriétés antioxydantes
intéressantes, bien que généralement moins puissantes que celles des extraits méthanoliques
riches en polyphénols. Néanmoins, elle demeure une source précieuse de composes
antioxydants et pourrait étre utilisée dans diverses applications, notamment dans les domaines

de la cosmétique et de la santé naturelle.

1.2.2. Activité Antibactérienne :

L’activité antibactérienne de I’HE a été évaluée sur un total de 45 souches bactériennes, sur
lesquelles une étude a été réalisée comprenant : la détermination des diametres des zones
d’inhibition et la détermination des CMI. Afin d’interpréter les résultats. Selon ce dernier, une
souche bactérienne est considérée comme résistante (-) a un extrait végétal si son diameétre
d’inhibition est égal a 6 mm ou inférieur a 8 mm, elle serait de sensibilité limitée (+) si son
diamétre d’inhibition est compris entre 8 et 14 mm, de sensibilit¢ moyenne (++) si son
diamétre d’inhibition est compris entre 14 mm et 20 mm et enfin tres sensible (+++) si son
diamétre d’inhibition est supérieur a 20 mm[45]. Pour I’interprétation des valeurs des (CMI).
Selon eux, un extrait possederait une forte inhibition si sa CMI est inférieure & 0,5 mg/ml, elle
serait modérée si elle est comprise entre 0,6 et 1,5 mg/ml et enfin faible si elle est supérieure a
1,6 mg/ml [46].

La méthode de microplague est une technique de laboratoire utilisant des plaques a 96 puits
pour réaliser des tests biochimiques ou microbiologiques en petites quantités, de maniere

rapide, standardisée et économique. Elle est largement utilisée pour évaluer 1’activité
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antibactérienne, par exemple via la méthode de microdilution, ou 1’on expose des bactéries a
différentes concentrations d’un extrait ou d’un antibiotique afin de déterminer la

concentration minimale inhibitrice (CMI) [47].
Conclusion :

La revue bibliographique approfondie menée autour du genre origanum met en lumiére son
intérét scientifique, médicinal et économique. En particulier, I’espéce origanum floribundum
Munby, c’est une plante aromatique traditionnellement utilisée dans les remedes populaires
pour traiter divers maux. L’HE montre une bonne activité antioxydante, mais reste moins
efficace que les extraits méthanoliques, et I’évaluation de ’activité antimicrobienne se base
sur deux critéres : une souche est tres sensible si le diamétre d'inhibition dépasse 20 mm,
tandis que la classification d'Aligiannis Considere I'activité comme forte si la CMI est < 0,5
mg/ml. Malgré son potentiel élevé, cette plante reste encore peu étudiée scientifiquement, ce
qui renforce la pertinence de travaux de recherche approfondis pour explorer et exploiter

pleinement ses propriétés.
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CHAPITRE 11

Partie experimentale




11.1. Introduction :

Cette étude porte sur origanum floribundum, une plante médicinale et aromatique largement
répandue en Algérie, dans le but de valoriser son potentiel bioactif. Les objectifs principaux
de ce travail consistent a extraire et quantifier les polyphénols et flavonoides, a déterminer les
rendements d’extraction, et a réaliser I’extraction de I’huile essentielle (HE) par
hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de Clevenger. En complément, une macération pour la
préparation d’extraits végétaux ainsi qu’un criblage phytochimique seront effectués pour
identifier les composés présents. Par ailleurs, 1’étude inclut 1’analyse des propriétés physico-
chimiques, I’évaluation du contenu total en phénols et flavonoides, ainsi que I’investigation

de leurs activités biologiques, notamment antioxydante et antibactérienne.

La plante d’eriganum floribundum

séché
Extraction par Screening Extraction par
hydro distillation phytochimique macération a froid
L’HE d’Origanum Les extraits
floribundum CHCl3/ MeOH
Les activités Propriétés Dosage des Les activités
biologiques physico-chimiques flavonoides et biologiques
polyphénols

Figure I11.1 : Diagramme général des procédures expérimentales.
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11.2. Site de prélevement :

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne, des feuilles et des fleurs et a été récolté
fin mai et début juin 2024 dans la commune d'’Amariya, I'une des communes de la province
algérienne de Médéa, plus précisement dans la commune d'Ouled Ibrahim. Cette zone est
connue pour sa richesse en flore mediterranéenne, et offre des conditions écologiques
favorables a la croissance de cette espece endémique. La cueillette a été réalisée de maniere
manuelle, en respectant les périodes optimales de floraison afin de préserver la qualité des

principes actifs contenus dans la plante.

* Blida €=

Medea
» aall

Qued Chorfa Si Mahdjoub

OQuamri

Figure 11.2 : Carte géographique de I’emplacement de la plante étudiée.

11.3. Préparation de plante :

La plante origanum floribundum est préparée pour le séchage afin de préserver ses propriétés
aromatiques et médicinales. La récolte se fait de préférence tét le matin, apres I'évaporation de
la rosée, lorsque la concentration en huiles essentielles est optimale. On sélectionne les parties
saines de la plante, notamment les feuilles et les fleurs, puis on les nettoie délicatement pour
enlever la poussiére, sans utiliser d'eau si possible. Ensuite, la plante est étalée en fines
couches sur une surface propre, dans un endroit sec, bien aéré et a I’abri du soleil direct. Le
séchage dure plusieurs jours, jusqu’a ce que les feuilles deviennent cassantes. Enfin, la plante
seche est conservée dans des contenants hermétiques, a 1’abri de la lumiére et de I’humidité,

pour garantir une bonne conservation de ses qualités thérapeutiques et aromatiques.
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Figure 11.3 : La plante étudiée (fraiche et séche)

11.4. Etude phytochimique :

11.4.1. Extraction des huiles essentielles (HE) :
11.4.1.1. Hydrodistillation (type Clevenger) :
e Objectif :

Extraire les huiles essentielles (HE) a partir d’un matériel végétal par la technique

d’hydrodistillation, a I’aide d’un appareil de type Clevenger.
Mode opératoire :

L'extraction des huiles essentielles a été realisée par hydrodistillation a l'aide d'un appareil de
type Clevenger. Les extractions ont été effectuées par ébullition de 492,419, ont 6 sessions,
chaque fois, on prend un poids correspondant au matériel végétal dans un ballon de deux
litres. De l'eau distillée a été ajoutée jusqu'a recouvrir entierement la matiére végétale ou,
alternativement, jusqu'aux 2/3 du volume du ballon, selon les besoins expérimentaux. Les
vapeurs formées montent le long de la colonne en entrainant avec elles les HE. Ces vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant, et le condensat (eau + HE) est récupéré dans une
ampoule a décanter. L'HE obtenue est séparée minutieusement de la phase aqueuse par une
simple décantation, et on récupere I'HE a l'aide d'une pipette Pasteur pour éviter la perte de
matiére. La phase aqueuse est également récupérée et mélangée avec le distillat d'une autre
extraction afin d'obtenir une plus grande quantité d'HE (Figure 11.4). Les HE obtenues,
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fluides, de couleur orange et dégageant une trés forte odeur fraiche et agréable, sont

conservées dans des flacons ombragés hermétiques a basse température (4 °C) et a I'abri de la

lumiére pour éviter toute dégradation, la perte de leur activité biologique et la toxicité.

Figure 11.4 : Hydrodistillation (Clevenger type).
11.4.2. Méthode d’extraction (Macération a froid) :

Une quantité de 200g de plante séche est soigneusement pesée, puis placée dans un
dessiccateur propre et sec. La matiere végétale est ensuite immergée dans du chloroforme
(CHCIy), utilisé comme solvant organique, en quantité suffisante pour recouvrir entiérement
I'échantillon. Le mélange est laissé en macération a température ambiante pendant 72 heures.
A lissue de la macération, le mélange est filtré a I'aide d'un papier filtre pour séparer le résidu
végétal du filtrat organique. Aprés, une deuxiéme macération est effectuée avec la méme
plante mais par un autre solvant, qui est le méthanol, afin de prendre deux extraits. Le filtrat
est ensuite évaporé a sec sous pression réduite a 35-40 °C a l'aide d'un évaporateur rotatif
pour éliminer les solvants du filtrat. Ainsi, on obtient les extraits secs bruts notés : E.CHCl;,
E.MeOH.

- Les solvants utilisés dans cette étude ont été choisis pour leur capacité a extraire
efficacement les composés bioactifs tels que les polyphénols et les flavonoides. Le choix du
solvant détermine la nature des composés extraits, en fonction de sa polarité donc :

e La phase CHCI; sépare les produits tres apolaires tels que les acides gras, les stérols et
les caroténoides.
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e La phase de MeOH sépare les produits les plus polaires comprenant les oses et osides,

les héterosides, les acides aminés, les acides phénoliques et les tanins.

200g de plante origanum
floribundum

Macération a froid dans un

Filtration

chloroforme 100% pendant 72h.

v

y

Résidu végétale

Filtrat 1

Evaporeé a sec
sous pression

> Extrait

e Macération a froid dans un
méthanol 100% pendant 72h.

o Filtration

v

v

[ Résidu végétale

chloroformique

Evaporé a sec
sous pression

Extrait

Filtrat 2

> méthanolique

Figure 11.5 : Méthode d’extraction (macération a froid).
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11.4.3. Caractéristiques physico- chimiques de I’huile essentielle :

11.4.3.1 Caractéristiques physiques :

e Le rendement: Selon la norme AFNOR (1986), Le rendement désigne la masse de
I’extrait déterminée aprés 1’évaporation du solvant, il est exprimé en pourcentage par
rapport a la masse initiale de la plante soumise a 1’extraction selon 1’équation suivante
décrite par Diana :

R % = m (ext) / m (éch) x 100%

R : est le rendement en % ;
m ext : est la masse de 1’extrait aprés évaporation en g ;

m éch : est la masse de la matiére seche végétale en g ;

* La densité : C'est la masse volumique de la substance par rapport a la masse volumique du
corps de référence a 20°C. La mesure de la densité de I'échantillon se fait par pycnométre
(figure 11.6), selon les étapes suivantes : Sur une balance de précision, on pese :

- Le pycnometre vide et sec, puis on tare son poids.

- Le pycnometre rempli d'eau, jusqu'au trait de jauge.

- Le pycnometre rempli d’huile, jusqu'au trait de jauge. 1

- On note les résultats et calcule la densité par la loi suivant : p :% o

Donc d = 2. A ol
- L

11.4.3.2. Caractéristiques chimiques :

Figure 11.6 : pycnométre

e Indice d'acide(la) :

Principe : l'indice d'acide correspond a la quantité d'hydroxyde de potassium (KOH)
nécessaire pour neutraliser les acides libres dans 1g d'HE.

Mode opératoire : l'indice d'acide est déterminé en ajoutant 0,1 g d'HE a 1ml d'éthanol et 2 a
3 gouttes de phénolphtaléine comme indicateur coloré la solution ainsi obtenue est titrée par
une solution de KOH, de normalité 0,AN jusqu'a l'apparition d'une coloration rose-
pale(AFNOR, 1982).

L'indice d'acide d'HE est calculé par la formule suivante : 1A=56, 1. v.c/m
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IA: indice d'acide

v : volume de KOH en L.

c : concentration de KOH en mol/l
m : masse de I'échantillon (0.1 g).
56, 1 : constante.

e Indice de saponification :
Protocole expérimentale :

- On prend 0,25¢g de I'échantillon pour essai. Introduire la prise d'essai dans le ballon, puis, a
l'aide d'une Dburette, ajouter 15ml de solution de KOH (0,5 molll).
- On place un réfrigérant ascendant et plonge I'ensemble dans un bain-marie. On chauffe
jusqu'a ebullition pendant 30 min. On détermine la fin de la réaction de saponification
lorsqu'on obtient une solution transparente et homogene (absence de trace d'huile).
-Laisser refroidir le ballon et retirer le réfrigérant.
- Ajouter 5 gouttes de solution de phénolphtaléine et titrer I'exces de KOH avec la solution
d'acide chlorhydrique a 0,5 mol/l.

- Parallélement, dans un autre ballon, qui servira de témoin, les mémes étapes de test sont
réalisées sans I’ajout de 1’huile essentielle (AFNOR, 1982).

e Pour calculer I’indice de saponification on utilise la formule suivante :
Is =28,05(V0-V1)/m

Dans laquelle :

VO : volume en ml d’HCI pour le blanc ;

V1 : volume en ml d’HCI pour la détermination ;

m : masse de la prise d’essai ;

28,05 : constante

e Indice d’ester : Pour calculer ’indice d’ester on utilise la formule suivante : le=1Is—-1la
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11.4.4. Screening phytochimique :

Principe : Le screening repose sur l'utilisation de tests chimiques spécifiques qui réagissent
avec certains groupes de métabolites secondaires pour produire des changements visibles
(comme des précipitations, des colorations ou une mousse), permettant ainsi d’identifier leur

présence dans 1’extrait végétal.
1. Préparation des extraits :

e L’extrait végétal hydro-alcoolique : Dans un bécher on fait macérer, a température
ambiante, pendant 24 heures, ont préparé 10 g du matériel végétal dans 100 ml de
mélange méthanol-eau (70/30) utilis¢é pour I’extraction des composés bioactifs d’une

plante en vue d’un screening phytochimique.

Filtrer le mélange a 1’aide d’un papier Whatman et récupérer le filtrat.

Filtration

v

Figure 1.7 : L extraits préparés (Eau /MeOH).

e L’extrait végétal de I’acide sulfurique :

Préparé en introduisant 0,2 g de matériel végétal dans un erlenmeyer, suivi de I’ajout de 10 ml
d’acide sulfurique dilué. Le mélange est ensuite agité vigoureusement pendant 2 minutes.

Apreés agitation, la solution est filtrée pour obtenir un extrait acide clair.
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2. Préparation de réactifs :
Le réactif de Mayer :

Il est obtenu en dissolvant 5 g d'iodure de potassium (KI) dans environ 50 ml d'eau distillée.
Ensuite, on ajoute progressivement 1,36 g de chlorure de mercure (HgClz) a cette solution,
tout en agitant jusqu'a dissolution compléte. Le volume final est ajusté a 100 ml avec de I'eau
distillée. Ce réactif doit étre conservé dans un flacon opaque, a l'abri de la lumiére.
Le réactif de Dragendorff : Préparé a partir de deux solutions de base.
* Solution A : est composee de 1,7 g de nitrate de bismuth dissous dans un mélange de 20 g
d'acide tartrique et d'eau distillée, avec un volume final ajust¢é a 100 ml.
* Solution B : contient 10 g d'iodure de potassium dissous dans 100 ml d'eau distillée.
Les deux solutions sont ensuite mélangées a parts égales. A ce mélange, on ajoute 10 g
supplémentaires d'acide tartrique, puis on compléte le volume a 100 ml avec de I'eau distillée.

Le réactif final est également stocké dans un récipient sombre pour éviter toute dégradation.

3. Tests de détection des composeés bioactifs :

3.1. Flavonoides : Test de Wilstater (test des flavonols et flavanones)

On met dans trois tubes 2 ml d'extrait hydro-alcoolique, dont :

* Le ler tube est un témoin.

* Dans le 2éme tube, on met 0,5 ml d 'HCI concentré.

On ajoute tout doucement quelques fragments de magnésium et on laisse agir sous la hotte.
L'apparition d'une couleur qui vire vers le rouge pourpre (flavonols) ou le rouge violacé

(Flavonones et flavonols) confirme I'existence des flavonoides.
1.2.Tannins:

On met dans 2 tubes 2 ml d'extrait hydro-alcoolique, dont :

* Le ler tube est un témoin.

* Le 2éme tube mélange 2 ml d'extrait avec 0,5 ml de chlorure ferrique & 0,1 % (FeCls en
solution méthanolique).

- La coloration bleu-noir indique la présence de tanins hydrolysables (galliques).

- La coloration brun-verdatre révele la présence de tanins condensés (catéchiques) [48].
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3.3. Saponosides :

On prend 0,5 g de plante séchée et on I'ajoute @ 80 ml d'eau distillée, puis on chauffe a
ébullition douce pendant 5 minutes. Apres refroidissement et filtration, on prend 10 ml de
I'extrait, que I'on place dans un tube a essai et agite pendant 30 secondes. L'extrait est ensuite
laissé au repos pendant 10 a 15 minutes [49].

Une mousse persistante de plus de 1 cm de hauteur indique la présence de saponosides [50].

3.4. Terpeénes et stérols (Test de Salkowski) :

Préparation de I'extrait organique :

Pour préparer I'extrait organique d'origanum floribundum, 5g de plante séchée sont introduits
dans un bécher, puis on ajoute 50 ml de chloroforme. Le mélange est laissé en macération a
température ambiante pendant 24 heures. Une fois la macération terminée, la solution est
filtrée a I'aide d'un papier filtre, et I'extrait organique récupéré est conservé dans un flacon
propre.

Réaction avec I'acide sulfurique :

On préléve 1 ml de I'extrait organique obtenu, que I'on dissout dans 2 ml de chloroforme dans
un tube a essai. Ensuite, on ajoute délicatement 1 ml d'acide sulfurique (H,SO,) concentré en
inclinant le tube pour permettre la formation de deux phases distinctes. L'observation des
résultats se fait visuellement : une coloration rouge a rouge-brun apparaissant dans la phase
inférieure indique la présence de triterpénes, tandis qu'une coloration allant du jaune a
I'orange est le signe de la présence de stéroides [51].

3.5. Sucres réducteurs :

* Préparation de 1'extrait aqueux d'origanum floribundum séché :

Pour la préparation de I'extrait aqueux d'origanum floribundum séché, 5 g de plante sont
introduits dans un bécher contenant 50 ml d'eau distillée. Le mélange est ensuite porté a
ébullition douce pendant 10 a 15 minutes afin d'extraire les sucres et autres composés
hydrosolubles. Aprées chauffage, la solution est laissée a refroidir a température ambiante, puis
filtrée pour obtenir un extrait aqueux.

* Test de Fehling (détection des sucres réducteurs) :

La détection des sucres réducteurs peut étre réalisée a l'aide du test de Fehling. Ce test utilise
deux solutions : le réactif de Fehling A, constitué de sulfate de cuivre (CuSO,-7H,0) a 7 %,
et le réactif de Fehling B, composé d'une solution alcaline de tartrate de sodium et de
potassium (sel de Rochelle). Pour effectuer le test, on mélange 1 ml de I'extrait aqueux filtré
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avec 1 ml de Fehling A et 1 ml de Fehling B, puis on chauffe le mélange au bain-marie a
80°C pendant environ 5 minutes. L'apparition d'un précipité rouge brique indique la présence
de sucres réducteurs dans I'extrait [52].

3.6. Alcaloides :

On met dans 4 tubes 2 ml de l'extrait d’acide sulfurique, dont :

* Le ler tube (témoin).

* Dans le 2éme tube, on ajoute 5 gouttes de réactif de Mayer.

* Dans le 3éme tube (témoin).

* Dans le 4éme tube, on ajoute 5 gouttes de réactif de Dragendorft.

La présence d’alcaloides est constatée par des réactions de précipitation avec les révélateurs
généraux :

» Blanc jaunatre dans le deuxiéme tube.

» Orange dans le quatrieme tube [52].

11.5. Quantification des composés phénoliques :

C'est une méthode permet la détermination de la quantité de polyphénols et de flavonoides

présents dans un extrait préparé a partir de notre plante Origanum floribundum.
11.5.1. Dosage des polyphénols totaux :
Principe :

Cette méthode repose sur une réaction d'oxydoréduction entre les composés phénoliques
présents dans I'échantillon et le réactif de Folin-Ciocalteu, un mélange d'acides
phosphomolybdique et phosphotungstique [53]. En milieu alcalin, les groupements
hydroxyles des polyphénols réduisent ces acides, entrainant la formation d'un complexe bleu
mesurable par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 770nm [54]. L'intensité de la
coloration bleue est proportionnelle a la concentration totale en composes phénoliques de
I'échantillon. Les résultats sont genéralement exprimés en équivalents d'acide gallique (mg
GAE/g) déchantillon, en utilisant une courbe d'étalonnage établie avec des solutions

standards d'acide gallique [55].

28



Mode opératoire :
1. Préparation des solutions :
e Solution standard d’acide gallique :

On pése 10 mg d’acide gallique que I’on dissout dans une fiole jaugée de 10 ml, on ajoute
petite quantité d’eau distillée. On agite jusqu’a dissolution compléte, puis on compléte avec

I’eau distillée jusqu’au trait de jauge.
e Solution de Na2COsa 7,5 % :

On prépare la solution de carbonate de sodium (Na2COs) a 7,5 % en dissolvant 7,5 g de
Na.COs dans 100 ml d’cau distillée.

e Solution de I’extrait CHCI; et extrait MeOH a 0.5 mg/ml :

Pour préparer 1’extrait en vas dissoudre 2 mg dans 4 ml de méthanol. La solution a été bien

agitée jusqu’a dissolution compléte de 1’extrait.
2. Préparation de la gamme étalon (dilutions de I’acide gallique) :

Pour préparer cette gamme, on numérote onze tubes a essai (C; a Cy1). On ajoute 0,5ml de
méthanol dans chaque tube. Dans le tube C;, on ajoute 1 ml de la solution mére d’acide
gallique, puis on préléve 0,5 ml de cette solution pour le transférer dans le tube C, contenant
déja 0,5ml de méthanol. On homogénéise bien, puis on répéte ce processus jusqu’au tube Cjy,
qui contient que du méthanol, et servira de blanc. Cette méthode permet d’obtenir une série de
dilutions décroissantes en acide gallique. Ensuite, on ajoute dans chaque tube 2,5 ml d’eau
distillée, puis 3 ml de la solution de Na,CO3 & 7,5 %. Enfin, on ajoute 0,5 ml du réactif de
Folin-Ciocalteu. Apres avoir bien agité les tubes, on laisse les mélanges incuber a température

ambiante pendant 30 minutes, a ’abri de la lumicre.

Aprés incubation, on mesure 1’absorbance de chaque tube a 1’aide d’un spectrophotométre
UV-Visible, a une longueur d’onde de 770nm. L’intensité de la coloration bleue développée
est proportionnelle a la concentration en composés phénoliques. Une courbe d’étalonnage est
ensuite tracée a partir des absorbances obtenues pour les différentes concentrations standards

d’acide gallique [56].
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3. Préparation le dosage de deux extraits (CHCI; et MeOH) :

e Le protocole expérimental utilisé dans la figure (11.8) [32] :

0,5ml de chaque solution (extrait CHClI; et extrait MeOH)

Ajoute 2,5 ml d’eau distillée, 3ml (Na,CO3) a 7,5 % et 0,5ml de réactif de Folin-Ciocalteu

Agitation et incubation pendant 30 minutes a température ambiante & 1’abri de la lumiére.

Lecture a 770 nm

Figure 11.8. Le protocole de dosage des polyphénols.

Apreés le calculer de la teneur par I’équation suivante : Teneur (mg EAG/g)= %

C : concentration V :volume (en L) m :masse ( en g)
11.5.2. Dosage des flavonoides totaux :

Le dosage des flavonoides totaux est une méthode essentielle en phytochimie pour évaluer la
teneur en flavonoides des extraits végétaux. Parmi les méthodes couramment utilisées, le test
colorimétriqgue au chlorure daluminium (AICI;) est largement adopté en raison de sa

simplicité et de sa fiabilité [57].
Principe :

Le chlorure d'aluminium réagit avec les groupes hydroxyles présents sur les flavonoides pour
former des complexes stables, entrainant un changement de couleur mesurable par
spectrophotométrie. L'intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration en

flavonoides dans I'échantillon.
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1. Préparation des solutions :

* Solution d'AICL a 2 % : on prépare la solution de chlorure d'aluminium (AICls) a 2 % en
dissolvant 2 g d'AlICls dans 100 ml d'eau distillée. On agite bien pour une dissolution
complete.

* Solution de quercétine a 0,54 mg/ml : on pese 10,9 mg de quercétine que I'on dissout dans
une fiole jaugée de 20 ml en ajoutant une petite quantité de méthanol. On agite jusqu'a

dissolution compléte, puis on compléte avec de I'eau distillée jusqu'au trait de jauge.

2. Préparation de la gamme étalon (dilutions de quercétine) :

Pour préparer cette gamme, on numérote onze tubes a essai (C1 a C7). On ajoute 2 ml de
méthanol dans chaque tube. Dans le tube C1, on ajoute 4 ml de la solution mére de
quercitrine, puis on préleve 2 ml de cette solution pour le transférer dans le tube C2 contenant
déja 2 ml de méthanol. On homogénéise bien, puis on répete ce processus jusqu'au tube C7,
qui contient seulement du méthanol. Ensuite, on ajoute 2 ml de la solution d’AlCls a 2 %.
Apres avoir bien agité les tubes, on laisse les mélanges incuber a température ambiante
pendant 10 minutes. Aprés incubation, on mesure I'absorbance de chaque tube a l'aide d'un
spectrophotomeétre UV-Visible, a une longueur d'onde de 440 nm. Une courbe d'étalonnage
est ensuite tracée a partir des absorbances obtenues pour les différentes concentrations
standards de quercétine [56].

3. Préparation le dosage de deux extraits (CHCI; et MeOH) :

e Le protocole expérimental utilisé dans la figure (11.9) [32] :

2 ml de chaque solution (extrait CHCI 3 et extrait MeOH)

Ajouté 2ml d'AlCI;

Agitation et incubation pendant 10 minutes a température ambiante.

Lecture a 440 nm

Figure 11.9 : Le protocole de dosage des flavonoides.
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Aprés calculer le teneur par équation suivante : Teneur (mg EQ /g)= %’

11.6. Les activités biologiques :

11.6.1. Evaluation de I’activité antioxydante :

Le test de DPPH° permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systéme modéle (solvant organique, température ambiante). Il
mesure la capacité d’un antioxydant (AH, composés phénoliques en général) a réduire le
radical chimique DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogeéne. Le
DPPH®, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune péle.La réduction du DPPH*® est
facilement mesurée par spectrophotométrie &8 517 nm (Amax DPPH®). La réaction sera plus ou
moins rapide selon la nature de 1’antioxydant, et la quantit¢é de DPPH-H formée dépendra de

la concentration en antioxydant.

NO, NO,
. H
O:;N N—N + A-H— O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure 11.10 : La réduction du DPPH.
Mode opératoire :

1. Préparation des solutions :

e solution de DPPH : dans une fiole de 100 ml, on prend 4mg de DPPH dilué dans 100 ml
de méthanol sous agitation a température ambiante et incubation pendant 30 min puis
conservé a l'abri de la lumiere (recouverte de papier aluminium) afin d’éviter toute
dégradation par la lumiére.

e Solution d’HE a 0,5 mg/ml : I’huile essentielle a été préparée & une concentration de

0,5mg/ml dans méthanol.
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e Solution de I’extrait CHCI3 & 2 mg/ml : L’extrait chloroformique a été également préparé

a une concentration mere de 2 mg/ml dans le méthanol.

Cet extrait présentait une couleur verte marquée par la présence de chlorophylle. Cette
coloration peut interférer avec la lecture des absorbances dans le test DPPH, car elle fausse les
résultats spectrophotométriques. Pour éliminer cette coloration, une étape de décoloration a

été réalisée a 1’aide du charbon actif.
Décoloration de I’extrait chloroformique par charbon actif :

Pour enlever la couleur verte de I’extrait, on a utilisé un petit montage composé d’un ballon
de 5 ml, d’un entonnoir, de deux seringues et d’un peu de charbon actif. D’abord, on a mis un
petit disque de coton au fond d’une seringue. Puis, on a ajouté une petite quantité de charbon
actif par-dessus. On a ensuite versé la solution d’extrait dans cette seringue. Pour faire passer
la solution a travers le charbon, on a utilise une deuxiéme seringue vide en appuyant
doucement pour créer une pression. Cela a permis de retenir la chlorophylle tout en gardant
les composés utiles. La solution filtrée, plus claire, a été récupérée dans le ballon et utilisée

directement pour le test DPPH.

2. Préparation des échantillons dans la microplaque :

e Pour le premier test, une solution meére d’acide ascorbique a 1mg/ml a été préparée. A
partir de cette solution, une série de dix dilutions a été réalisée. La dilution a été effectuée
en transférant 80 pl de la solution mére dans un second puits contenant 80 pl de méthanol
(dilution 1/2), ont été transférés dans les puits 1 a 10 d’une microplaque. Puis en répétant
I’opération en série. Chaque dilution a été soigneusement homogénéisée. Le puits 11 a
servi de témoin blanc, contenant seulement 80 pl de méthanol sans acide ascorbique.

e Pour les tests de I’huile essentielle et de I’extrait chloroformique d’origanum floribudum,
des solutions a 0,5mg /ml et 2mg/ml ont également été préparées. Pour chaque
échantillon, 80 pl de solution ont été ajoutés dans 10 puits de la microplaque, et le 11°™

puits a été utilisés comme blanc contenant uniquement 80 pl de méthanol.

Aprés, un volume de 320 pl la solution de DPPH a ensuite été ajoutés dans chaque puits
contenant un échantillon ou un blanc. Apres 1’ajout, le contenu de chaque puits a ét¢ mélangé
délicatement en tapotant Iégerement la microplaque, en prenant soin d’éviter la formation de

bulles.
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3. Incubation :

Une fois tous les puits remplis et melangés, la microplaque a été recouverte de papier
aluminium pour empécher la lumiére d’altérer la réaction. La plaque a ensuite été laissée a
’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. Cette étape permet au radical DPPH

de réagir avec les antioxydants présents dans les échantillons.
4. Lecture des résultats :

Aprés incubation, le papier aluminium a été retiré, puis la microplaque a été placée dans un
lecteur de microplaque. L’absorbance de chaque puits a été mesurée a une longueur d’onde de
517 nm. Les valeurs obtenues ont été notées avec précision pour chaque puits. Ces données
permettront ensuite de calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH par chaque

concentration testée, et d’évaluer I’activité antioxydante des échantillons.

11.6.2. Evaluation de I’activité antibacterienne :
Le mode opératoire :

Pour la préparation du milieu de culture, 12 g de poudre LB (Luria-Bertani) sont dissous dans
500 ml d’eau distillée en agitant jusqu’a dissolution compléte. Le pH est ensuite ajusté a 7 a
I’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) (1M), puis le milieu est stérilisé par

autoclavage pendant 20 minutes a 120°C.

Pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) d’HE et deux extraits
(E.CHCI; et E.MeOH) de plante Origanum floribundum. On utilise la méthode de
microdilution en bouillon selon les recommandations du comité européen EUCAST a été
évaluée en presence de différentes souches bactériennes pour caractériser leur efficacité
antibacterienne. L’HE et les deux extraits on été préparés a une concentration de 10 mg/ml
dans du diméthyl sulfoxyde DMSO stérile. Ensuite nous avons rempli le premier puit de
chaque ligne de la microplaque 96 puit avec 300 pl de bouillon LB. Les 11 puit suivants ont
été remplis avec 150 pL de bouillon LB. 30 ul ont été retirés du premier puits, et remplacés
par 30 ul de la solution testée (HE, E.CHCI3 et E.MeOH). Une série de dilutions successives
au rapport (1/2) a été réalisée manuellement de puit en puit jusqu’au dixiéme, permettant
d’obtenir une gamme de concentrations décroissantes. Le onzieme puit a été utilisé comme

contréle négatif, contenant uniquement du milieu LB (Luria-Bertani). Le douziéme puit a
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servi de controle positif, contenant uniquement le milieu LB et la suspension bactérienne.
Ensuite, nous avons ajouté 20 pl de la suspension bactérienne dans chaque puits, sauf dans le
puit 11. La plaque a été incubés a 37 °C pendant 24 heures dans des conditions stériles. Ce

protocole a été appliqué a chacune des souches bactériennes testées.

- Souches bactériennes :
Tableau 1.1 : Les souches bactériennes utilisées dans cette étude.

Souches bactériennes Caracteéristiques
- Escherichia coli Gram negatif

- Pseudomonas aeruginosa

- Staphylococcus aureus Gram positif

- Enterococcus faecalis

Comparaison entre souches Gram+ et Gram- : Les bactéries Gram+ se montrent
globalement plus sensibles aux traitements, ce qui corrobore les données de la littérature. Les
Gram- disposent d’une membrane externe lipopolysaccharidique qui agit comme une barriére

supplémentaire limitant la pénétration des substances antimicrobiennes.
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CHAPITRE III :

Resultat et discission




I11. Etude phytochimique :

I11.1. Détermination du rendement d’extraction :

I11.1.1. Le rendement d’HE d’Origanum floribundum :

Du processus d’hydrodistillation (Clevenger type) nous avons obtenu les résultats suivants :

Tableau I11.1 : Rendement d’extraction d’HE.

La matiére végétale Poids Le Echantilllon Aspect Couleurs
en (9) HEen (g) rendement
%
M 52,41 1,748 3,335 R HE de
totale 40 1,852 4,63 totale Plante Orange
492,41 100 3,83 3,83 4,119 origanum Huileuse Apres
100 4,054 4,054 Floribundum Jaune pale

100 4,8621 4,8621
100 3,9407  3,9407

L’huile essentielle obtenue, généralement fluide, de couleur orange apres jaune péale et dotée
d’une odeur fraiche et intense, est soigneusement récupérée, aprés stockée dans des flacons en
verre ambré hermétiques. Ces flacons sont conservés a basse température, a 1’abri de la

lumicere, afin de préserver la stabilité et 1’activité biologique des composés extraites.

Les études basées sur la littérature, utilisant la méme méthode, ont obtenu un rendement de

4,06 % [9]. Ainsi, le rendement obtenu dans notre étude représente une bonne valeur.
111.1.2. Le rendement d’extrait d’Origanum floribundum :

Dans cette étude, le rendement d’extrait sec, obtenu apres évaporation par rapport a 200 g de
la matiere végétale. Le rendement des deux extraits (CHCI3, MeOH), 1’aspect et le solvant de

macération de différents modes d’extraction ont été présentés dans le Tableau (I11.3) suivant :
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Tableau I11.2 : Rendement d’extrait des extraits.

Matiere Extraits Aspects Couleurs Masses (q) Les
vegeétale (g) rendements %
200 CHCl; Solide Vert foncé 63,73 31,865

MeOH Visqueuse Vert foncé 20,62 10,31

Par la méthode d’extraction par macération a froid, le rendement le plus élevé a été obtenu par

E.CHCI3, avec une moyenne de 31,865% suivie par I’E.MeOH avec une moyenne de 10,31%.

I11.2. Caractéristiques physico-chimiques de I’huile essentielle :

111.2.1. Caractéristiques physiques :
111.2.1.1. Densité :

e Masse du pycnometre vide et sec : m= 24,62 g

e Masse du pycnométre rempli d’eau jusqu’au trait de jauge : m = 34,72 g
e Masse du pycnométre rempli d’huile jusqu’au trait de jauge : m = 33,22 g
e Masse d’eau contenue dans le pycnometre : Mea, — Myige= 10,10 g

e Masse d’huile contenue dans le pycnometre : Mpyyile — Myige = 8,60 g

La densité mesurée de 1’huile est de 0,851, une valeur en accord avec les propriétés physiques

attendues. La méthode du pycnometre s’avere fiable pour ce type de mesure.

111.2.2. Caractéristiques chimiques :
111.2.2.1. Indice d'acide (I1A) :
C=0,1 N, V=26 mL=0,026 L, et m=0,1 g

L’indice d’acide (IA) d’une huile essentielle (HE) est un parameétre clé permettant d’évaluer la
quantité¢ d’acides libres présents dans 1’échantillon. Dans ce cas, la valeur obtenue est de
1,456 mg KOHY/g, ce qui est considéré comme faible. Cette faible acidité est un indicateur

favorable de qualité, suggérant que 1’huile essentielle est peu oxydée, donc probablement
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fraiche, et qu’elle a été correctement conservée, a I’abri de I’humidité, de I’air et de la
lumiére. Par ailleurs, cette valeur est conforme aux exigences des normes AFNOR/ISO, qui
recommandent genéralement des indices d’acide inférieurs a 2 pour les huiles essentielles de
haute qualité. En conclusion, I’huile essentielle analysée présente une bonne qualité chimique,
caractérisée par une faible teneur en acides libres et une conservation adéquate. Elle est donc
jugée apte a un usage thérapeutique ou cosmétique, selon son origine et son profil
biochimique.

111.2.2.2. Indice de saponification :

e Masse de I’échantillon (m) =0,25 g
e Volume de HCI pour le blanc (Vo) = 26,5 mL
e Volume de HCI pour la détermination (V1) =26 mL

L’indice de saponification (Is) représente la quantité de potasse (KOH) nécessaire pour
saponifier les esters (substances grasses) présents dans un gramme de matiére grasse. Dans ce
cas la valeur obtenue est de 56,1 mg KOH/g, ce qui est relativement bas, ce qui est tout a fait
normal pour une huile essentielle. Cette faible valeur est un bon indicateur de qualité, car elle
reflete une faible teneur en substances grasses insaponifiables, ce qui est caractéristique des

huiles essentielles pures, non mélangées avec des huiles végétales ou des additifs lipidiques.

L'huile essentielle de la plante origanum floribundum analysée, avec un indice de
saponification de 56,1 mg KOH/g, montre donc un excellent niveau de pureté et une trés
faible présence de lipides complexes. Ce résultat est pertinent et acceptable dans le cadre de
I’évaluation de la conformité de 1’huile essentielle pour un usage thérapeutique, cosmétique
ou industriel. Une valeur significativement plus élevée aurait pu indiquer une altération ou

I’ajout de matieres grasses étrangeres.
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111.2.2.3. Indice d’ester :

L’indice d’ester (Ie) représente la quantité de KOH (en mg) nécessaire pour saponifier les
esters présents dans 1 g de matiére grasse, apres soustraction des acides libres déja présents
(mesurés par I’indice d’acide). L’huile essentielle d origanum floribundum analysée présente
un indice d’ester de 54,644 mg KOH/g, ce qui indique la présence mesurable d’esters, en
complément de ses phénols majeurs. Cette valeur, combinée a un indice d’acide faible,
confirme la pureté, la fraicheur et la qualité de 1’échantillon. Elle est donc tout a fait adaptée a
un usage thérapeutique, cosmétique ou aromatique, conformément aux exigences des normes

de qualite.

111.3. Screening phytochimique :

Le screening phytochimique constitue une étape préliminaire essentielle dans I’étude des
extraits de plantes médicinales. Il permet d’identifier qualitativement les principaux groupes
de métabolites secondaires présents, tels que les alcaloides, flavonoides, tanins, saponines,
terpenes, stéroides, etc. Ces composés bioactifs sont souvent responsables des propriétés
pharmacologiques observées. Les résultats du screening phytochimique sont regroupés dans la
Figure (111.1) et le Tableau (111.3) suivants :
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Témoin

Figure 111.1 : Résultat de screening phytochimique de plante Origanum floribundum.
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Tableau 111.3 : Résultats de screening phytochimique de plante origanum floribudum.

Composé

Flavonoides
(flavonols
et

flavanones)

Tannins

Saponosides

Terpénes et

stérols

Coloration

11 y’a un

changement de

couleur wvers le
rouge pourpre.
Il y’a un

changement de
couleur vers bleu-

noir.

Pas de changement

de couleur.
-Phase  supérieur
toujours vert

pale le 3eme jour

est devenu plus
claire
-Phase inférieur

jaune-orange apres
apparition  d'une
couche rouge-brun
les

entre phases

aprés la couleur

rouge-brun en bas.

Présence
Absence
Indique la
présence de
flavonols

dans I’extrait
d’Origanum
floribundum
indique la
présence de
tanins
hydrolysables
dans [D’extrait
d’Origanum
floribundum.
Présence
I’apparition

d’une mousse

Présence de
stérols au
début apres
chaque jour
la présence
de

triterpénes.
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Interprétation

Les flavonols identifiés, tels que la quercétine ou
le kaempférol, sont des composés phénoliques
bien connus pour leurs propriétés antioxydantes

puissantes [58].

Cette couleur résulte de la formation d’un
complexe entre les sels de fer (FeCls) et les
groupements phénoliques, constituant principal
des tanins hydrolysables. Ces composés sont
connus pour leurs propriétés antioxydantes [59].

Les saponosides sont des glycosides naturels

possédant des propriétés tensioactives.

- Just apreés le test : la présence de stéroles mais
il a une zone noire entre deux phase. Soit il a une
oxydation progressive ou début de formation de
triterpenes colorés en faible quantité.

- Apres 4 h : la coloration devient plus marquée
avec une zone brun-noir visible a la base. La
inférieure  montre aussi teinte

phase une

orangée.Cette évolution traduit une réaction

chimique continue, révélant une possible présence
de triterpenes en concentration faible, qui
réagissent lentement.

Apres 1 jour : la réaction et continue pas

stabilisée et la zone prendre un couleur rouge-



Rouge brique Présence

Pas de changement Absence

de couleur

brun et continue de baisser.

Apres 3 jours : la phase inférieure est clairement
rouge-brun foncé, alors que la phase supérieure
est devenue plus claire. Cette teinte est
caractéristique des triterpenes. Sa présence tardive
confirme que la réaction nécessite du temps pour
que les triterpenes réagissent pleinement ou
deviennent visibles.

L’apparition d’un précipité rouge brique.

I’extrait d’origanum floribundum ne contient pas

des alcaloides.

I11.4. Quantification des composés phénoliques :

111.4.1. Dosage des polyphénols totaux :

Tableau I11.4 : Résultats des absorbances obtenues pour les différentes concentrations

standards d’acide gallique.

_0,035 3,672 1,882 0,985

0,458 0,201 0,102 0,075 0,044
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Figure 111.2 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique des pholyphénols totaux.
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La courbe d’étalonnage d’acide gallique des pholyphénols totaux. Donner une excellente
linéarité avec une valeur de R%=0,9994, ce qui indique que la méthode analytique utilisée est
fiable et reproductible. La relation entre la concentration (x) des composés phénoliques et

I'absorbance (y) a 770 nm est donnée par I'équation suivante : y =3,6799 x+0,0137

Cette équation permet de calculer la concentration des composés phénoliques présents dans

les extraits d’Origanum floribundum a partir de I'absorbance mesurée.

e Extrait CHCI; : absorbance = 2.048 nm C =0.5528 mg/ml
e Extrait MeOH : absorbance = 0.268 nm C =0.0691 mg/ml

Le dosage des composes phénoliques totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu a permis
d’évaluer la richesse en polyphénols des différents extraits ¢’Origanum floribundum. Les

résultats sont exprimés en équivalent d’acide gallique (mg EAG/g d’extrait).

. 0,5528x%0.5
e Extrait CHCI3: Teneur (mg EAG/g)= o002 = 138,2 mg EAG/g
. 0,0691x0.5
e Extrait MeOH : Teneur (mg EAG/g)= o000z = 17,275 mg EAG/g

160
138,2

[ e
o N b
o O o

B O
o O

Teneur en (mg GAE /g)

17,275

E.CHCL3 E.MeOH
Les extraits

o

Figure 111.3 : Les histogrammes de la quantité en (mg EAG /g) des polyphénols dans les
deux extraits.

Ces valeurs montrent une variabilité importante de la teneur en polyphénols selon la nature de
I’extrait. L’extrait chloroformique présente la plus forte teneur en polyphénols, suivi de
I’extrait méthanolique. Ces différences peuvent s’expliquer par la polarité des solvants
utilisés. Le chloroforme, un solvant moyennement polaire, semble extraire efficacement

certains composés phénoliques spécifiques a cette polarité. Le méthanol, plus polaire, extrait
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d'autres types de polyphénols, mais en quantité moindre ici, ce qui peut dépendre de la nature

chimique des composeés présents dans la plante.

Ces résultats indiquent qu’origanum floribundum est une source intéressante de composés
phénoliques, en particulier dans son extrait chloroformique. On peut utiliser cette plante pour

ses propriétes antioxydantes, antimicrobiennes, qui sont généralement dues aux polyphénols.

Dans une autre étude, des parties aériennes d'o.floribundum ont été collectées la région de
Blida (Chréa et a Hammam Melouane). L’extrait de chréa était plus élevé que celle de
I’extrait de Hammam Melouane (92,3 contre 66,4 mg d’équivalent acide gallique (EAG) par

gramme d’extrait, respectivement) [32].

Cette différence peut s'expliquer en fonction des conditions environnementales du site de
collecte et en fonction du stade de développement, en tenant compte du fait que I'étude des
échantillons a été collectée au début du cycle végétatif, tandis que notre étude était récoltée au

début de la floraison.
111.4.2. Dosage des flavonoides totaux :

Tableau I11.5 : Résultats des absorbances obtenues pour les différentes concentrations

standards de quercétine.

Concentration 0.0625 0.0312 0.0156 0.0078 0.0039 0.0019 0.00097 O
(mg/ml)
Absorbance (hm) 2.251 1.204 0.632 0307 0.159 0.087 0.04 0.041
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Figure 111.4 : Courbe d'étalonnage la quercétine.
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Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé en mesurant I’absorbance des extraits a 440 nm.
Une courbe d’étalonnage a été obtenue a partir de différentes concentrations d’un standard,
vraisemblablement la quercétine, avec une excellente corrélation linéaire (R?2 = 0,9986).

L'équation de la droite d’étalonnage est : y = 35,984 C + 0,033

Les concentrations des extraits ont été déterminées par réarrangement de cette équation, a

partir de leurs absorbances respectives :

e Extrait CHCI; : absorbance = 0.643 nm C =0.0169 mg/mi
e Extrait MeOH : absorbance = 0.308 nm C =0.00764 mg/ml

La teneur en flavonoides totaux, exprimée en mg d'équivalent quercétine par gramme de
matiére seche (mg EQ/g) Ou V est le volume de I’extrait utilisé (2ml) et m la masse de

I’échantillon (en g). Les résultats sont :

0.0169X%2

e Extrait CHCI; : Teneur (mg EQ/g)= 0002 = 16.9mg EQ/g
. 0.00764X2
e Extrait MeOH : Teneur (mg EQ/g)= o002 = 7.64mg EQ/g

16,9

T
N B O

7,64

O N b O

-

E.CHCL3 E.MeOH
Les extraits

teneur en (mg GAE/Q)

Figure 111.5 : Les histogrammes de la quantité en (mg EQ /g) des flavonoides dans les

deux extraits.

Les flavonoides sont des composés phénoliques largement présents dans les plantes, connus
pour leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes. Leur quantification est essentielle pour
évaluer le potentiel biologique des extraits végétaux. Les résultats obtenus pour origanum
floribundum montrent une variation significative de la teneur en flavonoides totaux selon le
type d’extrait. L’extrait chloroformique présente la concentration la plus élevée (16,9 mg

EQ/g), suivi par I’extrait méthanolique (7,64 mg EQ/g). Ces différences s'expliquent par la
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polarité des solvants utilisés et la nature des flavonoides présents dans  o.floribundum. Bien
que le méthanol soit un solvant polaire efficace pour ’extraction des flavonoides, il est
probable que cette espéce contienne une proportion importante de flavonoides peu polaires
(comme certains aglycones ou méthylés), mieux solubilisés dans le chloroforme. Ce dernier,

bien que moins polaire, semble avoir une meilleure affinité pour ces composes spécifiques.

Et dans autre étude des parties aériennes d'o.floribundum ont été collectées la région de Blida
(Chréa et 8 Hammam Melouane). L’extrait de chréa était plus élevé que celle de 1’extrait de

Hammam Melouane (55.3 vs. 41.2 mg EQ/ g) [32].
+ Conclusion générale sur les dosages des composés phénoliques et flavonoidiques :

Les résultats des dosages des polyphénols totaux (par la méthode de Folin-Ciocalteu) et des
flavonoides totaux (par la méthode colorimétrique a 440 nm) montrent que la richesse en

composés bioactifs varie fortement selon le solvant d’extraction utilisé.

e L’extrait chloroformique (CHCls) se distingue nettement, affichant les teneurs les plus
élevées aussi bien en polyphénols totaux (138,2 mg EAG/g) qu’en flavonoides totaux
(16,9 mg EQ/g). Cela suggére que ce solvant moyennement polaire est particulierement
efficace pour extraire des composes phénoliques peu polaires, notamment certains
flavonoides spécifiques a origanum floribundum.

e L’extrait méthanolique (MeOH) : bien que polaire et classiquement utilisé pour
I’extraction des composés phénoliques hydrophiles, présente des teneurs modérées en
polyphénols (17,275 mgEAG /g) et en flavonoides (7,64 mg EQ/g). Cela pourrait indiquer
que la plante contient une proportion importante de composés peu polaires, moins solubles

dans un solvant fortement polaire comme le méthanol.

La meilleure efficacit¢é du chloroforme par rapport au méthanol dans I’extraction des
composés phénoliques d’origanum floribundum s’explique par la différence de polarité des
solvants et la nature des composés présents dans la plante. Le méthanol, trés polaire, extrait
principalement des composés hydrophiles, tandis que le chloroforme, moyennement polaire,
est plus adapté aux composés phénoliques peu polaires comme les flavonoides aglycones ou
méthylés. De plus, o. floribundum semble contenir une forte proportion de ces composes peu
polaires, ce qui rend leur extraction plus efficace avec le chloroforme. Enfin, ce solvant
pénéetre bien dans les tissus végétaux riches en lipides, facilitant I’extraction a partir de

structures comme les glandes sécrétoires.
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I11.5. Les activités biologiques :

111.5.1. Activité antioxydante :

Evaluation du pouvoir antiradicalaire par le DPPH I'extrait (CHCI3) et I’HE d’origanum
floribundum. Les activités antiradicalaires de I'extrait, HE et de I'acide ascorbique (vitamineC)
ont été déterminées par la méthode au DPPH. On remarque un changement de couleur du
violet au jaune pour I’extrait et HE en augmentant leur concentration, ce qui signifie que le
DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est réduit en présence d’une substance réductrice qui

existe dans les extraits.

Figure 111.6 : Le lecteur ELISA et microplaque utilisés pour I’activité antioxydante.

Afin d’évaluer le pouvoir antioxydant des différents échantillons, une analyse a été réalisée
par la méthode du DPPH, reposant sur la capacité des composés a piéger les radicaux libres.
Trois types d’échantillons ont été testés : 1’extrait (CHCIl3) d ' Origanum floribundum, 1’huile
essentielle (HE) de la méme plante, ainsi que 1’acide ascorbique (vitamine C) utilis¢ comme
référence. Les mesures d’absorbance ont été effectuées a 517 nm a 1’aide d’un lecteur ELISA,

et le pourcentage d’inhibition (P1%) a été calculé pour chaque concentration.
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Les résultats obtenus, a une longueur d’onde de 517 nm, ont permis de tracer les graphes de la
variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration pour I’extrait et I’HE

d’origanum floribundum.
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Figure 111.7 : Courbe du pourcentage d’inhibition du DPPH par I’acide ascorbique.
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Figure 111.8 : Courbe du pourcentage d’inhibition Du DPPH par I’extrait chloroformique et

par I’'HE.

Ces résultats ont également permis de déterminer la valeur de I''lC50 (la valeur correspondant
a 50 % d'inhibition) afin d’évaluer 1'activité d’extrait et de I'HE vis-a-vis du standard, tableau
(111.6).

Tableau (111.6) : les valeurs correspondant a 50 % d'inhibition d’extrait chloroformique et de
I'HE et du standard.

ICso (Mg/ml) 0,0147 0,392 1,46
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L’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits d’origanum floribundum a été réalisée en
déterminant la valeur de I’ICs, (la concentration inhibitrice a 50 %), qui refléte la capacité
d’un compose a neutraliser 50 % des radicaux libres. Plus cette valeur est faible, plus l'activité
antioxydante est élevee. Dans cette étude, la vitamine C (acide ascorbique), utilisée comme
référence antioxydante standard, présente une 1Cs, de 0,0147 mg/ml, indiquant une forte
capacité antioxydante. Comparativement, les extraits de la plante montrent les valeurs des

ICs0 plus élevées :

e Huile essentielle (HE) : 0,392 mg/ml
o Extrait chloroformique (E.CHCL;) : 1,46 mg/ml

Ces résultats suggerent que les extraits d’origanum floribundum possedent une activité

antioxydante tres faible, inférieure a celle de la vitamine C.

Ces résultats sont comparables un article qui ont étudié deux populations d’origanum
floribundum provenant de deux régions distinctes d’Algérie : Hammam Melouane (OFHM) et
Chréa (OFC). Dans leur étude, 1’huile essentielle de la population OFC a montré une activité
antioxydante acceptable (ICso = 0,369 mg/ml) que celle de OFHM (ICso ~ 1,0917 mg/ml),
tandis que ’extrait méthanolique de OFC et OFHM a présenté une ICso 0,0379 mg/ml et

0,0559 mg/ml donc il ya une forte activité antioxydante dans extrait que HE [32].

La comparaison : I’activit¢ antioxydante de I’huile essentielle obtenue dans notre étude
(IC5=0,392 mg/ml) est similaire a celle de OFC (0,369 mg/ml), ce qui suggére une efficacité
modérée et comparable. Par contre, notre extrait chloroformique (ICso = 1,46 mg/ml) présente
une activité beaucoup plus faible que les extraits méthanoliques des deux populations

étudiées.
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111.5.2. Activité antibactérienne :

Aprés une incubation de 24 heures a 37°C, la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été

déterminée pour I’huile essentielle ainsi que pour les extraits organiques d’origanum

floribundum contre quatre souches bactériennes. La figure le tableau et ci-dessous présentent

les résultats obtenus :

Figure 111.9 : Résultats dans la microplaque de l'activité antibactérienne.

Tableau I11.7 : Résultats de I'activité antibactérienne.

Micro-organisme cible Type ATCC CMI (mg /mL)
(Référence)
HE E.CHCL; | E.MeOH
Staphylococcus aureus Bactérie Gram+ | 25923 0,039 0,1562 0,3125
Enterococcus faecalis Bactérie Gram+ | 29212 0,039 2,5 1,25
Escherichia coli Bactérie Gram— | 25922 >10 |25 10
Pseudomonas aeruginosa | Bactérie Gram— | 27853 2,5 5 10
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Les résultats obtenus montrent que 1'huile essentielle (HE) et les extraits organiques (E.CHCls
et E.MeOH) d’origanum floribundum présentent une activité antibacterienne variable selon la
souche bactérienne testée. L’analyse repose sur la détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible concentration d’un agent antimicrobien

capable d’inhiber visiblement la croissance bactérienne.

+ Efficacité de I'huile essentielle (HE) :L'huile essentielle s'est révélée particuliérement
efficace contre les bactéries Gram positives. En effet, Staphylococcus aureus et
Enterococcus faecalis présentent une CMI trés faible (0,039 mg/mL), indiquant une forte
sensibilité a I'HE. En revanche, aucune activité n’a été observée contre Escherichia coli
(CMI > 10), tandis que la CMI contre Pseudomonas aeruginosa atteint 2,5 mg/ml,
traduisant une efficacité plus modeérée. Cette différence peut s'expliquer par la structure de
la paroi des bactéries Gram-, plus résistante aux agents lipophiles.

+ Efficacité de I'extrait chloroforme (E.CHCls) : Cet extrait montre une bonne activité
contre Staphylococcus aureus (CMI = 0,1562), mais une efficacité nettement moindre sur
les autres souches, avec des CMI de 2,5 pour Enterococcus faecalis et Escherichia coli, et
de 5 pour Pseudomonas aeruginosa. Cela suggere une sélectivité relative de cet extrait
pour certaines bactéries Gram+.

+ Efficacité de I'extrait méthanolique (E.MeOH) :L’extrait méthanolique est globalement
moins actif, avec des CMI allant de 0,3125 pour S. aureus a 10 pour les bactéries Gram-.
Il est a noté que I’extrait méthanolique présente une activité assez remarquable pour les
bactéries Gram +, que pour les bactéries Gram- .La différence d’efficacité entre les
extraits peut étre attribuée a la nature des composés extraits par chaque solvant : les
composés polaires extraits par le méthanol semblent moins actifs que ceux extraits par le

chloroforme ou contenus dans 1’huile essentielle.
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Conclusion géneérale et prescriptives :
Ce mémoire de fin d’études est consacré a 1’é¢tude phytochimique et biologique d’une espece
de la famille des Lamiaceae | 'Origanum floribundum Munby, une espece endémique de la
flore algérienne appartenant au genre origan. L’objectif principal du travail est d’explorer la
composition phytochimique de cette plante, en particulier celle de son huile essentielle et des
extraits, et d’évaluer ses propriétés biologiques, notamment ses activités antioxydantes et
antibactérienne.
L'extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation a I'aide d'un appareil de type Clevenger
a donné des résultats : le rendement total est de I’ordre de 4,11 %, ce qui représente un bon
rendement, et la couleur de I'huile essentielle est orange, passant ensuite au jaune pale.
Parallélement, des extraits organiques ont été préparés par maceération séquentielle avec des
solvants de polarit¢ croissante (CHCl;, MeOH) afin de mieux cibler la diversit¢ des
métabolites secondaires. Le rendement le plus éleve a été obtenu par E. CHCIs, avec une
moyenne de 31,865 %, suivi par I'E.MeOH avec une moyenne de 10,31 %. Apres avoir
mesuré la densité de I'HE a 0,851, celle-ci est conforme aux propriétés physiques attendues, et
I'indice d'acide mesuré de 1,456 mg KOH/g indique une faible teneur en acides libres, ce qui
reflete une bonne qualité de I'huile essentielle. Cette valeur suggére que I'échantillon est peu
oxydé, bien conservé et conforme aux normes AFNOR/ISO, qui exigent généralement un
indice inférieur a 2 pour garantir une huile essentielle de qualité. L'indice de saponification de
56,1 mg KOH/g obtenu pour I'huile essentielle d'riganum floribundum révele une grande
pureté et une faible teneur en lipides complexes. L'indice d'ester de 54,644 mg KOH/g de
I'nuile essentielle d'riganum floribundum indique la présence mesurable d'esters, en
complément de ses phénols majeurs. Cette valeur, combinée a un indice d'acide faible,
confirme la pureté, la fraicheur et la qualité de I'échantillon.
Le screening phytochimique réalise sur I'extrait d'riganum floribundum a révélé la présence
de plusieurs groupes de métabolites secondaires, notamment des flavonoides, des tanins, des
terpénes, des stérols, des saponosides et des sucres réducteurs, avec une absence d'alcaloides.
Dans la quantification des composés phénoliques le dosage des composés phénoligues totaux
de la plante origanum floribundum, realisé selon la méthode de Folin-Ciocalteu, a permis
d’estimer la concentration en polyphénols dans différents extraits. Les résultats, exprimés en
milligrammes d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/Q), révelent une
variation significative selon le solvant utilisé. L’extrait chloroformique (CHCls) présente la

teneur la plus elevee, avec 138,2 mg EAG/g, traduisant une forte concentration en composés
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phénoliques. En revanche, 1’extrait méthanolique (MeOH) affiche une teneur bien plus faible,
avec 17,275 mg EAG/g, indiquant une extraction moins efficace des polyphénols avec ce
solvant. Ces résultats confirment I’influence du choix du solvant sur 1’efficacité de
I’extraction des composés bioactifs. Et les résultats obtenus pour la quantification des
flavonoides totaux dans les extraits d’origanum floribundum mettent en évidence une
variation significative entre les solvants d’extraction utilisés. L’extrait chloroformique
(CHCIs) présente une teneur plus élevée en flavonoides, estimée a 16,9 mg EQ/g d’équivalent
quercétine par gramme de matiere séche (mg EQ/g), contre 7,64 mg EQ/g pour I’extrait
méthanoliqgue (MeOH). Cette différence reflete une meilleure solubilité des flavonoides
présents dans la plante dans le chloroforme, probablement en raison de leur nature moins
polaire.

Pour l'activité antioxydante, I'extrait et I'HE ont été évalués par la méthode du test de
réduction du radical libre DPPH. Les résultats ont montré que la capacité antioxydante la plus
élevée a été observée dans I'HE, donnant une valeur de 0,392 mg/ml, et dans I'extrait
chloroformique (E.CHCIls) avec 1,46 mg/ml. Ces résultats suggeérent que I'extrait d'origanum
floribundum posséde une activité antioxydante modérée.

Les résultats de I'évaluation de l'activité antibactérienne d'origanum floribundum montrent
une efficacité variable en fonction du type d'extrait et de la souche bactérienne examinée.
L'huile essentielle a révélé une activité significative contre les bactéries Gram positives, en
particulier Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis (CMI = 0,039 mg/mL), tandis que
son efficacité face aux bactéries Gram négatives, telles que Pseudomonas aeruginosa (CMI =
2,5 mg/mL) et Escherichia coli > 10, demeure limitée. L'extrait chloroformique (E.CHCls)
montre une activité notable contre S. aureus (CMI = 0,1562 mg/mL), mais une efficacité
inférieure sur les autres souches, indiquant une sélectivité pour les Gram positifs. En
revanche, I'extrait méthanolique (E.MeOH) se révele le moins efficace, avec des CMI plus
élevées, surtout contre les Gram négatifs. Ces différences d'efficacité dépendent de la
composition chimique des substances extraites par chaque solvant.

Ces résultats valident I'intérét tant pharmacologique qu'industriel d'o.floribundum, surtout
dans les secteurs de la phytothérapie, de la cosmétique bio et de la préservation
agroalimentaire. Nous souhaitons poursuivre lI'analyse de cette espece en isolant et identifiant
ses composeés actifs, en mesurant leur toxicité et en examinant d'autres usages biologiques ou

thérapeutiques possibles.
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Annexe 1 : Appareillage, verreries, réactifs et solution

Appareillage
-Appareil de
Clevenger
-Micropipette
-Chauffe ballon
-Elévateur

- évaporateur rotatif
-Bain-marie

-Etuve d’incubation
-Agitateur

-Plaque chauffante
- Réfrigérant
-Microplaque
-Lecteur d’ELISA
-PH métre

-Hotte

-Ciseau

-Balance analytique
-Balance électronique
- Spectrométre de
masse UV-VIS

- Un bec Bunsen

Verreries et autres

-Ballon (2L -500ml — 250ml)
-Ampoule a décanté

-Pipette pasteur
-Bécher
250ml-500ml-1L)

-Erlenmeyer (100ml — 1L)

- Dessiccateur

-Entonnoirs

- Pycnometre

-Thermometre

- Les tubes

-Seringue

-Papier filtre

-Papier aluminium

-Fiole jaugée (10ml-25ml-50ml-
100mI-1000ml)

-Flacon en verre fumé et
hermétique

- Burette graduée

-Eprouvette (10ml-50ml-100ml-
250ml)

-Vials
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(10mI-50ml-100ml-

Réactifs et solutions

- Chloroforme

- Méthanol

- D’hydroxyde de potassium
- Phénolphtaléine

- Ethanol

- Acide chlorhydrique

- Acide sulfurique

- Réactif de Mayer

- Réactif de Dragendorff

- Fragments de magnésium
- Chlorure ferrique

- Réactif de Fehling A et B
- Réactif de Folin-Ciocalteu
- Acide gallique

- Solution de Na2CO:s

- Solution d’AlCl 3

- Solution quercitrine

- Solution de DPPH

- Charbon actif

- Solution d’hydroxyde de sodium

- Milieu de culture LB (Luria-
Bertani)

-DMSO



Annexe 2 : Hydrodistillation par Clavenger

Annexe 3 : Dessiccateur et evaporateur rotatif

Annexe 4 : Le titrage des indices.
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Annexe 5: Les tubes de dosage polyphénol et flavonoide et spectromeétre de masse UV-VIS.
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