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Abstract

In recent decades, medicinal plants and their use in therapy have seen their development
develop significantly, for various reasons: economic, social, cultural. However, self-
medication with these plants is not without risk. Subjecting these plants to a rigorous
scientific study is therefore essential to verify their medicinal reputation and their safety. Our
research theme revolves around several axes. First we are interested in the extraction of
essential oil by hydro distiller and after we study the physicochemical properties to validate
that our essential oil is pure. Then we carry out the phytochemical screening of the aqueous
extracts of Origanum majorana L two regions defy. The extraction of essential oil from two
regions gives a yield of 3.59% and 2.15% for the region of Blida and Tizi-Ouzou, and for
phytochemical screening results showed a variation in secondary metabolite. The second axis
was devoted to the toxicological study; The acute toxicity study of Origanum majorana L
essential oil determined that the first dose was toxic is 250mg/kg. Finally, the third axis is
devoted to the determination of the biochemical and hematological parameter for against the
most sensitive organ, intense investigations should be carried out to enrich the production of
herbal medicines.

Keywords: Origanum majorana L, Essential oils, physicochemical properties, Aqueous

extracts, Region, Acute toxicity.



Résumé

Ces dernieres décennies, les plantes médicinales et leur utilisation en thérapie ont vu leur
essor se developper de fagcon notable et ce pour différentes raisons : économiques, sociales,
culturelles et sanitaire. Cependant, 1’automédication par ces plantes ne reste pas sans risque.
Soumettre ces plantes a une étude scientifique rigoureuse est donc primordial pour Vérifier
leur réputation médicinale et leur innocuité. Notre thématique de recherche s’articule autour
de plusieurs axes : en premier évaluer la variation du rendement en huile essentielle extraite
par hydro distillateur, de ces propriétés physicochimiques par le criblage phytochimique des
extraits aqueux de [’Oiganum Marjoline L et sa toxicité, selon les régions étudiées. Le
rendement était de 3,59% et 2,15 % pour la région de Blida et Tizi-Ouzou respectivement, le
criblage phytochimique a montré une variation en présence de métabolite secondaire, tels que
les anthocyanes, les tanins catéchiques, les alcaloides, les sucres totaux et les lipides totaux et
les saponosides. Pour 1’étude toxicologique, d’huile essentielle s’avére toxique et la toxicité
aiglie avec la premiere dose est de 250mg/kg. Les autres doses n’ont pas été étudiés a cause
des conditions du COVID19 qui n’ont pas permet la poursuite des travaux ce qui est de méme
pour le troisieme axe consacré a la détermination du paramétre biochimique et hématologique
pour identifier 1’organe le plus sensible. Ceci laisse dire que, des investigations intenses sont
nécessaires pour enrichir ces informations et identifier la dose la plus convenable pour
formuler des médicaments a base de cette huile essentielle en vue de leur utilisation en
phytothérapie.

Mots clefs :Origanum Majorana L, Huiles essentielles ,propriétés physico-chimique,

Extraits aqueux, région ; Toxicité aigue.
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INTRODUCTION




Introduction Générales

Depuis des milliers d'années, I'homme utilise les plantes trouvées dans la nature, pour traiter
et soigner des maladies (M.Sanago 2006). L’utilisation des plantes en phytothérapie est trés
ancienne et connait actuellement une région d’intérét aupres du public, selon 1'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) (2003), environ 65-80% de la population mondiale a recours au
médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la

pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne.

Par ses contrastes géographiques et sa diversité climatique, I’ Algérie dispose d’un potentiel
important en PAM dont 15% des especes sont endémiques (Hmamouchi., 2001). Les plantes
médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus du métabolisme
secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja environ 170 000
molécules bioactives ont été identifiées a partie de plantes(Chaabi2008). Parmi c’est

molécules on a carvacrol et thymol (Bendahou et al. 2008).

Malgré la nature hétérogene d'une biodiversité immense du continent africain en géneral et de
I'Algérie en particulier, il y a eu peu d'efforts consacrés au développement des agents
thérapeutiques de ces plantes. C'est pourquoi nous nous sommes intéresses a étudier
Origanum majorana. Certains constituants aromatiques des HEs possedent de multiples
vertus, cependant elles peuvent présenter une toxicité a tres forte dose (essentiellement les
cétones mono-terpéniques) (Piochon, 2008). Ainsi I’ingestion massive peut conduire a une
neurotoxicité (Bruneton, 1999).

L’origan marjolaine appelée localement « Merdakouche » « i 83 »» est parmi les PAM les
plus réputées par ses innombrables vertus thérapeutiques et dont 1’usage traditionnel n’a
jamais cessé d’augmenter ; il pousse dans la région de Blida, et de Tizi-Ouzou, elle est
couramment utilisée par la population locale pour différents traitements, vue leurs propriétés

pharmacologiques (Chabata N 2019).

Ses multiples propriétés pharmacologiques sont dues a la richesse de la plante en huile
essentielle qui est parmi les groupes les plus importants de produits naturels en raison de leurs
propriétés biologiques et de leur diversité structurale (Bruneton, 1999). Cependant de
nombreuses especes végétales possedent une toxicité propre, directe ou indirecte, qu’il est
nécessaire de connaitre avant toute commercialisation. La connaissance parfaite des

constituants d’une plante est donc nécessaire (Chabata N 2019).



CHAPITRE I : Huile Essentielle

L'objectif essentiel du ce travail Consiste a répondre a la problématique suivante : «Peut-on
utiliser I'huile essentielle de I'origan sans avoir des risques ? Quelle est la dose toxique

de cette huile essentielle ? »



Introduction Générales

La présente étude s'intéresse a I'évaluation de la toxicité de I’huile essentielle sur souris

Albinos wistar. Pour développer ces aspects, nous avons adopté la méthodologie suivante:

- Extraction des huiles essentielles par hydro distillation.

- Etude des propriétés physico-chimique

- Screening photochimique.

- Etude de la toxicité aigue.

- Etude des paramétres physiques, biochimiques et hématologiques.



CHAPITRE 1 : Présentation de la plantes




CHAPITRE I : PRESENTATION DE LA PLANTES
1. Généralités :

Majorana ou la Marjolaine (Origanum majorana.L) est une plante annuelle de la famille des
Lamiacées, cultivée comme plante condimentaire pour ses feuilles aromatiques. C'est une
espece tres proche de I'Origan commun (Origanum vulgare). Elle est parfois appelée

Marjolaine des jardins ou Origan des jardins (Dubois et al, 2006).

Autres noms communs : marjolaine officinale, marjolaine a coquilles, la marjolaine vraie,
Marjolaine francaise, Sweet Marjolam. Dans I'Afrique du Nord les Arabes la nomment
Khrezama (Tunisie), Meurdekouch (Maroc), Mardguscia (Tripojiiaine), et parfois
Mazermouch ou Marikoum, noms qui s'appliquent aussi a d'autres especes d’Origanum

(Chevalier, 1938, Dubois et al., 2006).

Les Egyptiens la cultivaient dans les jardins et employaient ses pousses pour embaumer les
momies ; on attribuait aussi a la plante des propriétés médicinales (Chevalier, 1938). A la fin
du XVle siécle, on la prescrivait «contre les affections dues au refroidissement du cerveau et
de la téte » .Ses propriétés furent étudiees au XVlle siecle par le Danois Simon Paulli
(Gérard et Francois., 2009, Chevalier, 1938).

La marjolaine était a l'origine utilisée par Hippocrate comme agent antiseptique. Pour les
anciens Grecs, c'était «Amarakos». Aristote a rapporté que c'était un antipoison. Elle était
utilisée pour désinfecter et conserver la nourriture et son huile a été massée sur le front et dans
les cheveux dans le vieux Egypte. Traditionnellement, les feuilles de la marjolaine sont
utilisées pour soigner le diabéte, I'insomnie, catarrhe, asthme et nervosité (Cano et Volpato.,
2004).

Elle est aussi utilisée pour le traitement de troubles gastro-intestinaux, toux, les maladies
bronchiques, comme un bain de bouche pour I'nygiéne buccale et également appliqué
localement pour soulager les symptomes de rhume, comme la congestion nasale (Bruneton,
1999). C'est une maison remede pour infection de la poitrine, toux, mal de gorge, douleurs
rhumatismales, troubles nerveux, cardiovasculaires épilepsie, insomnie, soins de la peau,
flatulences et troubles de I'estomac (Bremness, 1994, Yazdanparast et Shahriyary., 2008).
On I’emploie également en cas de migraine. Elle est un excellent antiseptique général, tant
interne qu’externe. Treés bon antispasmodique, la marjolaine est utilisée contre les mauvaises

digestions d’origine nerveuse, les coliques et les flatulences. En usage externe, elle
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a depuis longtemps fait ses preuves contre le torticolis et la sciatique (Gérard et Francois.,
2009).

Cette herbe s'emploie sous forme de feuilles fraiches ou séchées, seule ou en mélange avec
d'autres herbes, pour aromatiser de nombreuses préparations culinaires. Son huile essentielle
est connue pour sa propriété antiseptique (Chung, 2001), mais il est a éviter en usage interne

pour le risque de la toxicité (Gérard et Francois., 2009).
2. Description botanique

Majorana (Origanum Majorana L) est une plante herbacée a feuilles persistantes (Bimala et
al., 2016). C’est une plante annuelle de 20 a 40 cm de hauteur. Ses tiges dressées portent des
petites feuilles opposées, arrondies et d un vert grisatre. Les fleurs blanches, groupées en épis
terminant les tiges et entourées de bractées arrondies caractéristiques. Pour cette raison, on

parle souvent de marjolaine & coquilles (figure 1.1). La plante dégage au froissement une

odeur aromatique (Gérard et Francois., 2009)

Figure 1 : La plante Majorana (Abdalla et al., 2012)
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3. Systématique (Gilles, 2007)
Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Gamopétales
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Sous-famille : Népétoidées
Genre : Origanum

Espéce : Origanum Majorana

4. Distribution géographique et habitat d’Origanum :

Est actuellement connue seulement a [I'état cultivé originaire du sud-ouest de I’Asie

probablement de Syrie ou de I'lran, cultivée depuis la plus haute antiquité dans tout le bassin

méditerranéen comme leur genre Origanum qui est distribué dans ce climat (figure 2). Elle est

une plante vivace en Afrique, mais annuelle dans les jardins de I'Europe moyenne ou on la
cultive (Chevalier, 1938, Gérard et Frangois., 2009, letswaart, 1980).

------ Limite de distribution.

Figure 2: Aire de distribution du genre Origanum (letswaart, 1980).
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Origanum en Algérie
L’ Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales au regard de sa superficie et de sa
diversité bioclimatique. L'origanum de la famille des Lamiacées, comprend plusieurs espéeces
botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones
arides (SAIDJ, 2007). Il est représenté en Algérie par de nombreuses especes qui ne se
prétent pas aisément a la détermination en raison de leur variabilité et leur tendance a
s’hybrider facilement, elle est représentée par trois especes spontanées :

- Origanum majorana

- Origanum vulgare ssp glandulosum Desf en démique Algéro-tunisienne

- Origanum floribundum endémique Algérienne.

5. Identification de la marjolaine et d’autre sous espéce :

Plante d’environ 30 cm de haut, ligneuse a la base, pubescente. Racine pivotante tortueuse
plus ou moins ramifiée. Tige a section quadrangulaire, dressée, ramifiée, de coloration
rougeétre. Feuilles simples, opposées, pétiolées, ovales, allongées, a bords lisses, mesurant
environ 2 cm de long sur 1 cm de large, recouvertes d’un duvet blanchatre. Inflorescences en
épis globuleux, axillaires et terminaux, groupés par 3. Fleurs zygomorphes, petites, blanches
ou rosées, enveloppées a la base par de larges bractées en forme de coquille. Calice
gamoseépale, bilabié, a 5 piéces. Corolle gamopétale, a 5 pieces, formant une lévre supérieure
échancrée et une lévre inférieure trilobée. Etamines au nombre de 4, dont 2 plus longues,
présentant des anthéres rougeatres a lobes écartés. Ovaire formé de 2 carpelles biovulés

surmontés d’un style a stigmate bifide (letswaart, 1980).

Figure 3 : Présentation de la marjolaine (photo originale).
Tableau 1: Présentation la différence ente 1’Origanum vulgare et 1’Origanum floribundum
(BIA S 2018).
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Origanum vulgare

Origanum floribundum

hauteur 30a60cm 3-5 décis maitres
les feuilles ovales opposées et ovoides ou orbiculaires
espaceées.
Les fleurs blanches ou mauve épis gréles
rose sont groupées en
inflorescences.
Le fruit constitué d’akenes. formant une panicule pyramidale.

Présentation de

la plante
Présentation Origanum vulgare Présentation Origanum floribundum
Lieu en Algérie et en Tunisie en | Atlas de Blida et de la grande kabylie
particulier dans les montagnes
6. Composition chimique :

Une ¢étude phytochimique sur la plante médicinale Majorana (I’extrait méthanolique et d’éther

de pétrole) a montré qu’elle comporte les composés suivants : les glycosides, flavonoides,

tannins, alcaloides et stéroides (tableau 1.1) (Bimala, 2016).

Tableau 2 : Composition chimique de Majorana (Bimala, 2016)

Composé chimique Extrait éthanolique Extrait d’éther de pétrol
Les alcaloides + +

Les flavonoides +++ 4+

Les saponosides + +

Les tanins ++ ++
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Les phlobatanins

Les glycosides +++ +++
Les stérols + ++
Les résines ++ ++
Les phénols + ++
Les anthraguinones - -
Les glycosides cardiaques ++ ++

Les terpénoides

D’apres Triantaphyllouk (2001), L'huile essentielle de marjolaine est particulierement riche
en terpinéol. Elle a un aspect liquide, limpide, une couleur jaune pale a foncé et une odeur
douce, fine, chaude et délicate. La composition de I'huile essentielle de marjolaine est
exprimée en pourcentage de divers composés des familles des monoterpenols, des

monoterpenes, des sesquiterpenes et des esters terpéniques (tableau 1.2).

Tableau 3 : Composition de I’huile essentielle de la marjolaine (Triantaphyllouk, 2001)

Compose % Composé %
terpinén-4-ol 22.85 béta-phellandrene 1.90
gamma-terpinéne 12.60 alpha-terpinéol 4.88
(E)-hydrate de sabinéne 15.94 Terpinoléne 2.92
Sabinéne 7.65 (2)-hydrate de sabinéne 4.40
(2)- paramenth-2-éne-l-ol | 1.98 bétapinéne 0.43
alpha-terpinéne 7.73 acétate de linalyle 1.70
(E)-para-menth-2-éne-l-ol | 1.25 bicyclogermacréne 1.22
alphaphellandréne 0.56 béta-caryophylléne 2.49
alpha-thujene 0.77 alpha-pinéne

0.77
limonéne 1.76 para-cymene 1.57
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7. Les activités biologiques de Origanum majorana L

1.6.1. Activites antibactériennes et antifongiques

Les huiles essentielles (HE) dérivées des feuilles de marjorana exercent une importante
activité antimicrobienne sur plusieurs types des bactéries de genres Gram positif et Gram
négatif (Busatta et al., 2008, Freire, 2011).

L’huile essentielle présente également une activité antifongique, notamment sur Aspergillus
flavus et A. parasiticus (Freire, 2011, Sharma et al., 2011). Par ailleurs, I’extrait éthanolique
et hexanique exerce une activité inhibitrice sur six Candida sp (souches de levure)
(Kazlowska et al., (2010).

1.6.2. Activité anticonvulsivante :
Selon Deshmane et ses collaborateurs (2007), Les extraits d'éther de pétrole, de chloroforme,
d'acétone, de méthanol et des extraits aqueux de Majolana ont montré un effet

anticonvulsivant.

1.6.3. Activité antidiabétique :
Martha et Gutierrez (2012), ont montré que 1’extrait méthanolique des feuilles de marjoline a
une activité antidiabétique chez les souris induites par la streptozotocine par divers essais in

vitro et in vivo.

1.6.4. Activite antimutagéne

L'extrait éthanolique des parties aériennes de Origanum majorana L a montré un effet
antimutagene chez les souris induites par le cyclophosphamide a la dose efficace minimale de
125 mg / kg. L'effet de I’extrait est trouvé pour protéger tout changement dans les teneurs en
ARN, ADN et protéines dans le foie et les testicules des souris traitées par rapport au contréle
(Naif, 2011).

1.6.5. Activité antistress (anti-anxiété) :
D’aprés Rezaie (2011), l'extrait des feuilles de la plante a Origanum majorana L montré un
effet anti-anxiété sur les rats dans le modele de labyrinthe ouvert a une dose de 200 mg / kg

p.c. L'effet est dépendant et comparable au diazépam.

1.6.6. Effet antispasmodique :
L'huile essentielle de Origanum majorana L est considérée comme un puissant

antispasmodique stomachique, qui calme les spasmes et plus particulierement ceux de

10
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I'estomac et du colon, son action laxative et digestive contribue au bien étre digestif et
intestinal (Vagi, 2005).

1.6.7. Activité antitoxique :
Majorana est utilisée en applications locales sur les boutons pour inactiver le venin des

insectes, inoculé par piqare (Vagi et al, 2005).

11
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1 Définition

Les huiles essentielles (HEs) sont définies comme étant des liquides concentrés, trés
complexes et hydrophobes. Leur densité est <1 sauf pour les HESs de clou de girofle

(Syzygium aromaticum), Cannelle (Cinnamomum zeylanicum) et Sassafras (Sassafras
albidum) (Charpentier et al., 2008). Le terme huile s’explique par la propriété de solubilité
dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au
parfum, a I’odeur plus au moins forte dégagée par la plante (Teusher et al., 2005).

D'aprés 1’ Association Francaise de Normalisation (AFNOR, Edition 2000), a défini les huiles
essentielles comme étant : des produits obtenus soit a partir de matiéres premiéres naturelles
par distillation a I’eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par des procédes
mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédés physiques.

Les premicres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent de

L’an 3000 avant J.C. (Baser et Buchbauer, 2010).
2. Histoire

Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la civilisation humaine depuis ses
premiéres geneses. Les égyptiens puis les grecs et les romains ont employé diverses matiéres
premiéres végétales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les huiles essentielles.
Ces utilisations concernaient différents domaines : parfumerie, médecine, rites religieux,
coutumes paiennes... etc.

L’étape byzantine de la civilisation a permis ’instauration des bases de la distillation et, avec
I’ére arabe de la civilisation, 1’huile essentielle devient un des principaux produits de
commercialisation internationale. Ainsi, vers 1’an mille, Avicenne, médecin et scientifique
persan, a défini précisément le procédé d’entrainement a la vapeur. L’Iran et la Syrie
deviennent les principaux centres de production de divers types d’extraits aromatiques. Par la
suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au niveau des techniques

d’obtention et de 1’analyse de leur composition chimique. Parallelement, leur utilisation a
aussi tiré profit de I’avénement de 1’aromathérapie. René-Maurice GATTEFOSSE a créé, en
1928, le terme de I’aromathérapie et il a mené de nombreux travaux concernant les huiles
essentielles, notamment leurs propriétés ; ces résultats seront a 1’origine de nombreuses autres
recherches (Besombes, 2008).

13
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3 Origine et localisation des HEs :
Les huiles volatiles peuvent étre considérées comme des résidus du métabolisme végétal.
Suite a la photosynthése au niveau des chloroplastes, 1’énergie produite (sous forme de
glucides, NADPH et d’ATP) contribue au développement de la plante et indirectement a la
biosynthése de multiples composés secondaires parmi elles les huiles essentielles (Narishetty

et Panchagnula, 2004).

14
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Les essences sont synthétisées par les végétaux supérieurs, il y aurait environ 17 500 espéces
aromatiques réparties dans une cingquantaine de familles dont les Lamiaceae, les Asteraceae,
les Rutaceae et les Lauraceae. Ces especes sont caractérisées par la présence d’organes
specifiques responsables de la synthése et de stockage des huiles essentielles : les poches
(Myrtacées, Rutacées) ou les canaux sécréteurs, les poils sécréteurs (Lamiaceae) et les
cellules sécrétrices (Zingiberaceae, Lauraceae) (Bruneton, 1993). L’accumulation des HES
peut étre dans toutes les parties de la plante : sommités fleuries (lavande), écorces

(cannelier), rhizomes (Gingembre), fruits (Anis)...etc.

4 Role

Les végétaux, ont besoin pour vivre de 1’énergie qu’ils tirent de substances organiques issues
de leur métabolisme. On distingue deux types de métabolismes (Faucon, 2012) :

[1Le métabolisme primaire : qui conduit a la formation de molécules largement répandues (et
indispensables a la vie de la plante lipides, protides et glucides).

[JLe métabolisme secondaire : qui mene a des molécules plus spécifiques et qui correspond a
I’adaptation de la plante a son environnement (et qui méne donc a la formation des essences).
Ce sont souvent ces familles de molécules qui possedent des activités biologiques
particuliéres.

La fonction exacte de I’essence pour la plante est encore mal connue mais elle semble jouer
un role important dans son adaptation a I’environnement (Desousa, 2012). Certains composes
volatiles produits par la plantes et que 1’on retrouve dans les essences vont moduler le
comportement des microorganismes, champignons, insectes et herbivores. Ainsi, les essences
pourraient étre des outils de défense contre les prédateurs, de répulsion des insectes et
herbivores ou encore de protection contre les pathogénes. Elles permettraient également
d’attirer des insectes pollinisateurs ou des disséminateurs de graines. Les essences pourraient
étre des sources d’énergie lorsque 1’activité de photosynthése n’est plus suffisante (Flavour et

Fagnace journale, 2009).
5 Le chémotype

Le chémotype d’une huile essentielle est une référence précise qui indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif présent dans 1’huile essentielle. Cet élément permet de

distinguer des huiles essentielles extraites d’'une méme variété botanique mais d’une
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composition biochimique différente. Cette classification permet de sélectionner les huiles
essentielles pour une utilisation plus précise, plus sire et plus efficace. Ce polymorphisme
chimique existe chez certaines espéces : Thymus vulgaris, Origanum vulgare. Il est important
de noter que les huiles essentielles a chémotypes différents présentent non seulement des
activités différentes mais aussi des toxicités tres variables (Pibiri, 2005).

16
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6 Composition chimique des HEs

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires des plantes (Cowan MM., 1999). Ce
sont des meélanges complexes et éminemment variables de constituants qui appartiennent
principalement a deux grandes familles de composés chimiques : le groupe des composés
terpéniques sont représentés principalement par des monoterpénes: (C 10) cinéol, menthol...
qui constituent parfois plus de 90 % de I'huile essentielle (Lamarti et al., 1994), et quelques
sesquiterpénes: (C15) caryophylléne, humuléne... (Loza-Tavera., 1999) bien que des
diterpénes (C20) peuvent aussi étre présents (Dorman and Deans., 2000).

Le groupe des composés aromatiques: des dérivés du phénylpropane, beaucoup moins
fréquent, comme le safrol, I'apiol, lI'anisaldéhyde, I'eugénol, la vanilline et le cinnamaldéhyde.
Elles peuvent également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en
jeu des constituants non volatils (qui contribuent souvent aux ardbmes des fruits) (Bruneton.,
1999).

Les monoterpenes et leurs dérivés (alcools, esters, acétates, ...etc). Sont les composés les plus
abondants dans les huiles essentielles, Ils sont volatils, entrainables a la vapeur d'eau, et sont
responsables des saveurs caractéristiques et de I'ardme que possede la plante (Loza-Tavera.,

1999, Robinson., 1991) ou (Lamarti., 1994). Leur étude chimique est compliquée, par la
difficulté d'obtenir ces produits purs du mélange complexe dans lequel ils sont présents et les
réarrangements qu'ils peuvent subir (Robinson., 1991). Exemple de quelques monoterpenes:
menthol, alpha terpinéol, linalol, lavandulol, géraniol...etc.

Plusieurs facteurs peuvent étre responsables du polymorphisme chimique des huiles
essentielles. Les plus importants sont le climat, le sol, la période de récolte et la méthode de
conservation et d'extraction. Les facteurs génétiques et le cycle végétatif peuvent également

influencer sur cette variabilité (Echeverrigaray et al., 2001 ; Hudaib, 2002).

7 Propriétés physico-chimiques des HES
Toutes substances d’origine naturelle ou chimiquement synthétisées possédent des propriétés
physico-chimiques spéciales, les huiles essentielles aussi ayant en commun un certain nombre
de propriétés spécifiques, a savoir :
- Atemperature ambiante, les huiles essentielles sont généralement liquides.
- A basse température, certaines huiles essentielles cristallisent (celles de menthe et de

thym, lorsque les flacons sont stockés au réfrigérateur).
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Les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les oppose aux “huiles fixes” ou “huiles
végétales”. Cette volatilité explique leur caractere odorant ainsi que leur mode
d’obtention par entrainement a la vapeur d’eau.

Les huiles essentielles sont trés solubles dans les huiles grasses (qui constituent un trés
bon véhicule lorsque I’on souhaite les diluer), les lipides (d’ou le principe de

I’enfleurage
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- anciennement utilisé pour extraire les huiles essentielles en les mettant en contact avec
une graisse animale comme la lanoline), 1’éther, la plupart des solvants organiques
ainsi que dans 1’alcool.

- De caractere liposoluble, les huiles essentielles ne se dissolvent pas dans ’eau.

- Les huiles essentielles sont altérables, sensibles a I’oxydation, mais ne rancissent pas.
Elles ont, en effet, tendance a se polymériser pour former des produits résineux. Leur

conservation nécessite de 1’obscurité (flacons en verre opaque) et de I’humidité.

8.1.Caractéristiques organoleptiques
Chaque extrait est caractérisé par ces propriétés organoleptiques telles que I’odeur, 1’aspect et

la couleur.

a) L’odeur :
L’odorat est un sens chimique trés sensible et 1’habilit¢ des parfumeurs a classer et
caractériser des substances chimiques parviennent a doser les produits naturels et leur

perception peut aller jusqu’au dix millioniémes de grammes par litre d’air.

b) La couleur :
La coloration d’une huile essentielle dépend des produits qui la constituent. Certains solvants
ont le pouvoir d’extraire beaucoup de pigments, ce qui intensifie la couleur d’une huile

donnée.

¢) L’aspect :
L’aspect d’un extrait dépend des produits qui la constituent, qui peuvent nous apparaitre sous

forme solide, liquide ou bien solide- liquide.

8.2. Paramétres physico-chimiques

Les caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) étaient autre fois les seules
indications permettant d’évaluer la qualité d’une huile essentielle, mais comme ces propriétés
ne donnent que des informations trés limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire appel
a d’autres techniques de caractérisation plus précises. La qualité d’une huile essentielle et sa

valeur sont définies par des normes admises et portant sur les indices physicochimiques.

a) Densité :
La densité ou la masse volumique est le rapport du poids d’un certain volume d’un corps et le

poids du méme volume d’un corps de référence (eau).
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b) Indice de réfraction :

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de I’angle
d’incidence et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde
déterminée, passant de 1’air dans 1’huile essentielle maintenue a une température constante
(Mohamdi Z, 2005). L'indice de réfraction n'a pas d'unité car c'est le rapport de deux vitesses.
Plus la lumiere est ralentie, plus la matiére a un indice de réfraction élevé. L’indice de
réfraction des huiles essentielles est généralement éleve. 1l est supérieur a ceux de I’ u a 20°C
= 1.3356, et de I’huile d’olive a 20°C= 1.4684. Ceci montre leur richesse en composants qui

dévient la lumiére polarisée.

¢) Potentiel d’hydrogéne (PH) :

L’abréviation de potentiel d’hydrogéne est pH, mesure I’activité chimique des ions
hydrogenes (H+) (appelés aussi couramment protons) en solution. Plus couramment, le pH
mesure I’acidité ou la basicité d’une solution. Il s'agit d'un coefficient permettant de savoir si

une solution est acide, basique ou neutre.

d) Indice d’acide :

C’est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour la neutralisation des acides libres
contenus dans 1g d’huile essentielle. La teneur en acides libres des corps gras augmente avec
le temps, l'indice d'acide permet donc de juger de leur état de détérioration. (Mohamdi Z,
2005).

9 Les procédés d’extraction des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont obtenues avec des rendements trés faibles (de ’ordre de 1%)
(Jacqueline, 2009). Ce qui en fait des substances fragiles, rares, et précieuses. Ainsi les
différentes techniques d’extraction des huiles essentielles ou extraits aromatiques doivent
d’une part, tenir compte de ces caractéristiques et d’autre part, apporter des performances
quantitatives satisfaisantes. Le procédé d’extraction est basé sur la différence de solubilités
des composés d’un mélange dans un solvant. Le mélange peut étre solide ou liquide et le
solvant liquide ou fluide supercritique.

Parmi les techniques conventionnelles, on trouve I’entrainement a la vapeur,

I’hydrodistillation, 1’extraction par solvant volatil, et I’hydrodiffusion. Dans la catégorie «
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techniques nouvelles » on peut citer 1’extraction assistée par microondes (Microwave Assisted

Extraction), et I’extraction par des fluides supercritiques. On distingue les procedés suivants:

9.1 Hydro distillation ou distillation a I’eau :

Le matériel végétal est en contact direct avec 1’eau. L hydro distillation consiste a immerger
directement le matériel végétal a traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un alambic
rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur
une surface froide et 1’huile essentielle se sépare par différence de densit¢ (PORTER N.,
2001).

Cette méthode est généralement indiquée pour les huiles essentielles dont les constituants
chimiques sont thermorésistants. Cependant, I’inconvénient majeur de cette méthode est la
non maitrise de la température du récipient contenant le mélange (eau + organes végétaux) et
la modification de la couleur, de I’odeur et de la composition de 1’huile essentielle au cours de

la distillation(DELAVEAU P., 1987) .

8
/H(6)
1- Chauffe ballon 5-Entrer et sortie d’eau de refroidissement
2- Ballon 6- Eprouvette graduée
3- Thermométre 7- Matiére a extraire I’essence
4- Refrigérant 8- La couche d’HES

Figure 4 : Schéma de principe de la technique d’hydro distillation

La durée d’une hydro distillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs

heures selon le matériel utilisé et la matiere végétale a traiter.
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La durée de la distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la

composition de I’extrait.

9.2 Extraction par distillation et entrainement a la vapeur d’eau :

Il s’agit de 1’un des procédés d'extraction ou de séparation de certaines substances organiques
les plus anciens, apporté par les Arabes au IXe siécle. Cette opération s'accomplit dans un
distillateur ou « alambic ». Le matériel végétal est supporté par une grille ou une plaque
perforée placée a une distance adéquate du fond de I’alambic, rempli d’eau. Sous I’action de
la chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a travers les plantes en entrainant les
molécules aromatiques vers un systeme de refroidissement. La vapeur d’eau chargée ainsi
d’essence retourne a 1’état liquide par condensation. Le produit de la distillation se sépare
donc en deux phases distinctes : I’huile et I’eau condensée que I’on appelle eau florale ou
hydrolat (JOULAIN D 1994).

Les parties insolubles sont séparées de 1’eau par décantation pour donner I’huile essentielle

(DELAVEAU P., 1987).

9.3. Hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est une variante de I’entrainement a la vapeur . Cette technique relativement
récente et particuliere. Elle exploite ainsi 1’action osmotique de la vapeur d’eau. Elle consiste
a faire passer, du haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur d’eau au travers de la matrice
végetale.

L'avantage de cette méthode est détre plus rapide donc moins dommageable pour les
composés volatils, et de ne pas mettre en contact le matériel végétal et 1’eau. De plus,
I’hydrodiffusion permet une €économie d’énergie due a la réduction de la durée de la
distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur.

9.4. Extraction par solvants volatils

C’est une méthode qui est utilisée pour les organes végeétaux présentant une concentration en
essence relativement faible ou pour les essences que 1’on ne peut extraire par distillation. Elle
est basée sur le pouvoir qu’ont certains solvants organiques a dissoudre les composants des
huiles essentielles. (Belaiche, 1979 ; Duraffourd et al. , 1990).

Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que l'eau si bien que les extraits ne
contiennent pas uniquement des composes volatils mais eégalement bon nombre de composés
non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres substances
(Hubert, 1992).
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L’emploi restrictif de I’extraction par solvants organiques volatils se justifie par son co(t, les
problemes de sécurité et de toxicite, ainsi que la reglementation liée a la protection de
I’environnement. Cependant, les rendements sont généralement plus importants par rapport a

la distillation et cette technique évite 1’action hydrolysant de 1’eau ou de la vapeur d’eau.

9.5 Extraction par le CO2 supercritique

Le principe genéral de la méthode : Le CO2, porté aux conditions de température et de
pression souhaitées, chemine au travers de la matiere premiere végétale dont elle tire et
volatilise les molécules aromatiques. Le mélange passe ensuite dans un séparateur, ou le CO2
est détendu et se vaporise. Il est soit éliminé, soit recyclé. L’extrait se condense et est récupéré

(Feranchomme et Roger, 2001).

9.6 Extraction par enfleurage

Ce procédé met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans les corps
gras, elle consiste & déposer des plantes en particulier les organes fragiles (pétale des roses)
sur une couche mince de graisse. Selon les espéces, 1’absorption des huiles essentielles des
pétales par le gras peut prendre de 24 heures a 72 heures. Les pétales sont éliminés et
remplacés par des pétales frais jusqu'a saturation du corps gras. Ce dernier est épuisé par un

solvant qui sera évaporé ensuite sous vide (Belaiche, 1979 ; France-lda, 1996).

9.7 Extraction par expression a froid

Il s’agit du procédé d’extraction le plus simple et le plus limité. C’est une méthode artisanale
qui est totalement abandonnée. Les plantes sont pressées a froid (notamment les agrumes :
citron, orange, etc.) de 1I’écorce ou des fruits (DELAVEAU P., 1987).

Cette technique consiste a briser mécaniquement les poches oléiferes de zestes frais
d’agrumes pour libérer leur contenu aromatique. La rupture de la paroi des poches oléifeéres
fait intervenir trois procédés (JOULAIN D 1994):

- Une technique qui agit sur le fruit entier, elle utilise des machines exercant une action
abrasive

. - Une technique qui agit sur le fruit sans endocarpe. Elle utilise des machines exercant une
pression suffisante pour libérer I’essence.

- Un troisiéme procédé permet d’extraire en une seule opération 1’essence et le jus sans

mélanger les deux produits.
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Le produit obtenu se nomme « essence » et non huile essentielle, car aucune modification

chimique liée a des solvants ou a la vapeur d’eau n’a lieu.

9.8 Extraction par ultrasons

Les micro-cavitations, générées par ultrasons, désorganisent la structure des parois végétales,
notamment les zones cristallines cellulosiques. Les ultrasons favorisent la diffusion et peuvent
modifier ’ordre de distillation, des constituants des huiles essentielles. L’extraction par les
ultrasons est une technique de choix, pour les solvants de faible point d’ébullition, a des
températures d’extraction inférieures au point d’ébullition. L’avantage essentiel de ce procédé
est de réduire considérablement la durée d’extraction, d’augmenter le rendement en extrait et

de faciliter ’extraction de molécules thermosensibles (Lagunez-Rivera, 2006).
10. Les méthodes d’analyse des huiles essentielles :

Quelque soit le domaine d’utilisation des huiles essenticlles (parfumerie, cosmétique,
industrie pharmaceutique et agroalimentaire), une parfaite connaissance de leur composition
chimique est nécessaire pour en contrdler la qualité et y déceler une éventuelle spécificité en
vue de leur valorisation. Ainsi I’analyse des huiles essentielles, qui consiste en des méthodes
de séparation et d’identification des composants, reste une étape importante. Cependant, elle
demeure une opération délicate nécessitant la mise en ceuvre de diverses techniques
(DELAVEAU P., 1987).

La chromatographie est le procédé fréquemment utilisé pour séparer les constituants des
huiles essentielles. Elle se base sur les différences d'affinités des substances a analyser a
I'égard de deux phases, l'une stationnaire ou fixe, l'autre mobile. La séparation des
composants entrainés par la phase mobile, résulte soit de leurs adsorptions et désorptions
successives sur la phase fixe, soit de leurs solubilités différentes dans chaque phase
(PLATZER N 2002).

Plusieurs méthodes existent :

10.1 La chromatographie en phase gazeuse

11 s’agit d’une technique de chimie analytique qui permet de séparer des composés Vvolatils ou
volatilisables sans dégradation (non-thermolabiles). Son pouvoir de séparation dépasse celui
de toutes les autres techniques, du moins pour les huiles essentielles.

La chromatographie en phase gazeuse CPG est une technique tres répandue. Elle possede

plusieurs avantages : sensibilité, polyvalence, rapidité de mise au point des analyses nouvelles
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et aux possibilités d’automatisation, qui augmentent plus son intérét (Rouessac. F et al,
2007).

Yanne pour introduction directe
4

Afficttage Ligne de transfert gy -

T% gl ) Aml

B ’ =
: b, ) ‘
Injecteur L c
[} M Sonde dintroducti E: Réglage du gaz réactif CI
51 Colonme directe .
§ Cl’ﬁﬂrﬂﬂﬁlgm Compartiment | Affichage des
a des pompes | pressions
i

Four

Figure 5 : Appareillage pour une CPG

La technique a été perfectionnée et permet maintenant de séparer les constituants des
mélanges trés complexes contenant jusqu’a 200 composés (Mendham J et al, 2005). Elle
s'applique principalement aux composés gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés par chauffage
sans décomposition. Elle est de plus en plus utilisée dans les principaux domaines de la
chimie. Le mélange a analyser est vaporisé a l'entrée d'une colonne, qui renferme une
substance active solide ou liquide appelée phase stationnaire, puis il est transporté a travers
celle-ci a l'aide d'un gaz porteur (ou gaz vecteur). Les différentes molécules du mélange vont
se séparer et sortir de la colonne les unes apres les autres apres un certain laps de temps qui
est fonction de l'affinité de la phase stationnaire avec ces molécules (Burgot G et Burgot J.
L, 2011).

10.2 La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (mass spectrometry ou MS) est une technique physique d'analyse
permettant de détecter et d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse, et de
caractériser leur structure chimique.

Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en
fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Le spectrométre de masse est souvent couplé
avec un systeme de chromatographie en phase gazeuse, et cette association, d'une méthode
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séparative et d'une méthode d'identification, permet d'étudier des mélanges complexes a I'état
de traces (quelques nano grammes de mélange).

Le principe de la spectrométrie de masse est le suivant :

» Un composé organique introduit dans le spectrométre de masse est ionisé par bombardement
électronique a 70 eV. L'ion ainsi obtenu, appelé ion moléculaire, permet la détermination de
la masse molaire du composé.

Il peut y avoir des ruptures des liaisons chimiques au sein de I'ion moléculaire, formant ainsi
des ions fragments caractéristiques puisque cette dissociation éventuelle ne se fait pas au
hasard mais selon des mécanismes bien déterminés.

* Ces ions fragments sont ensuite séparés en fonction de leur rapport masse/charge par
I'application d'un champ magnétique et/ou électrique, puis collectés par un détecteur.

» L'ensemble de ces ions fragments constitue le spectre de masse dont la lecture permet
I'identification de la structure moléculaire.

10.3 Analyse par couplage GC/MS

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une méthode
danalyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse et de la
spectrométrie de masse afin d'identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses
substances. La méthode est basée sur la séparation des constituants a 1’aide de la CPG et leur
identification par le biais de la SM.

La chromatographie en phase gazeuse sépare des fractions moléculaires composant.
L’échantillon en se basant sur la vitesse de déplacement et le temps de rétention mis pour
parcourir une colonne remplie d’une phase stationnaire. La spectroscopie de masse utilise des
sources énergétiques pour ioniser, fragmenter et enfin séparer les groupements moléculaires

selon le rapport masse/charge électrique (m/q).

Sample
injector
T regulated oven

© N

Mass
spactrometer
oo Column: detector
. packed or
He, Mz, H; open tubular
(capillary)

Figure 6: Schéma de couplage CPG/SM
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La combinaison de ces deux techniques d’analyses CPG/SM permet de séparer les
composants de 1’échantillon et d’identifier chaque composant, donc de faire une analyse
compléte aussi bien qualitative que quantitative du produit a analyser.

L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention (Ir) et des
données spectrales (spectres de masse) des constituants individualisés avec les
caractéristiques de produits de référence contenus dans des bibliothéques de spectres.
L’avantage d’un couplage en chaine d’une interface chromatographique avec un spectrometre
est la possibilité d’analyser le spectre individuel d’un composé.

Il s’agit de la technique la plus utilisée pour I’analyse des huiles essentielle en raison en
grande partie de la facilité de prise en main des systémes de séparation et de détection

performants, avec un cout relativement faible.

10.4 La chromatographie liquide a haute performance

La chromatographie liquide a haute performance utilise une phase stationnaire tres fine. Les
particules solides ont un diameétre pouvant atteindre jusqu’a 5 pum. Le garnissage est tassé
dans une colonne fermée. La phase mobile liquide circule sous I’effet d’une haute pression.
L’injection de 1’échantillon a analyser est pratiquée en introduisant un faible volume de
produit (quelques microlitres) dans I’éluant sous pression. Apres leur séparation, les différents
constituants de 1’échantillon sont détectés en sortie de colonne. Un calculateur assure
I’acquisition et le traitement des données (Audigie et al., 1995 in Bencheikh, 2005). Cette
technique est peu intéressante pour les fractions volatiles, toutefois elle est efficace pour
étudier les constituants non volatils des concréetes et des absolues ou pour opérer des

préfractionnements, on peut la coupler également a un analyseur de masse (Bruneton, 1999).

High Performance Liquid Chromatography

(HPLO)

Ssteees
<2 PC for Data

HPLC Column

=2 Injector

Figure 7: Schéma de HPLC
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11.12. Activités biologiques et pharmacologiques des HEs

Les huiles essentielles, par leurs propriétés nombreuses et variées, sont utilisees dans
différents secteurs : en parfumerie, en cosmétologie, en conserverie, en patisserie, dans la
fabrication des mastics, des condiments, des insecticides, et dans les industries
pharmaceutiques. Ceci a été prouvé par plusieurs études (Dorman et Deans., 2000 ; Schelz
et al, 2006 ; Lahlou., 2004 ; Rota et al, 2008 ; Prabuseenivasan et al, 2006).

Depuis longtemps, les huiles essentielles sont utilisées en thérapeutique. Les applications
thérapeutiques des huiles essentielles sont vastes. Elles requierent de bonnes connaissances de
ces substances et du fonctionnement du corps humain (Soto-Mendivil et al. 2006). L’usage
des huiles essentielles en médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte de
processus de synthése organique et la naissance de I’industrie pharmaceutique. Elles sont
considérées comme un Vvéritable réservoir de molécules de base qui sont irremplacables
(Ouraini et al, 2007).

De nombreuses huiles essentielles se trouvent dans la formule d’un trés grand nombre de
produits pharmaceutiques : sirop, gouttes, gélules. Elles rentrent aussi dans la préparation
d’infusion telle que : la verveine, le thym, la menthe et autres, elles ont une action anti-
inflammatoire, antiseptique, antibactérienne, insecticide et antioxydante (Prabuseeninivasan e
al, 2006 ; Domaracky et al, 2007).

11. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont présentées généralement comme « sans danger » mais sont aussi
des composeés puissants (Degryse et al., 2008). Cet aspect des huiles essentielles est d’autant
plus important que leur utilisation, de plus en plus populaire, tend a se généraliser avec
I’émergence de nouvelles pratiques thérapeutiques telle que 1’aromathérapie (Piochon, 2008).
Certains constituants aromatiques des HEs possedent de multiples vertus, cependant elles
peuvent présenter une toxicité a tres forte dose (essentiellement les cétones mono-terpénigues)
; suivant la citation de Pracelse : « Tout est poison, rien n’est poison, seule la dose compte ».
Généralement, les huiles essentielles ingérées par voie orale ont une toxicité aigué faible
(Tableau 01).

Ainsi I’ingestion massive peut conduire a une neurotoxicité issue des HEs a thyone (thuya,
absinthe, sauge) ou a pinocamphone. Ces cétones peuvent provoquer des crises epileptifomes

et tétaniformes, des troubles sensoriels.
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Tableau 4 : Dose létale de quelque huile essentielle (Bruneton, 1999)

Plante DL50 Animal d’étude
Anis, Eucalyptus, Girofle  Camomille, 2a5g/kg Lapin/Rats
Citronnelle, Lavande, Marjolaine <5 g/kg Lapin/Rats
Basilic, Estragon, Hysope 1a2gkg Lapin/Rats
Origan 1,5ml/kg Souris
Sassafras 1,9 g/kg Souris
Wintergreen 09a1259/kg | Souris
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L’efficacité d’une substance en pharmacologie n’est pas suffisante pour justifier son
éventuelle introduction en thérapeutique. En effet, en plus de I’efficacité, il ne doit pas se
produire pour la dose active des effets toxiques et néfastes pour 1’organisme. Il faut donc
définir le rapport bénéfice risque dans I’indication thérapeutique de chaque substance. Ceci ne
peut étre réalisé que par I’intermédiaire de deux types d’étude, d’une part 1’efficacité chez
I’animal (pharmacologie expérimentale) et chez I’homme (effets bénéfique), d’autre part une
¢tude de sécurité chez 1’animal (toxicologie) et chez I’homme (effets indésirables) (Dupont,
1987; Claude, 1985; Antonious et al., 2006; Buenz, 2006).

La toxicologie doit donc veiller a I’innocuité des plantes médicinales. Mais sa position ne doit
pas étre seulement négative et réglementaire, bien au contraire elle doit aider aussi a
I’innovation, au choix des plantes médicinales a des doses bénéfiques. En définitive, elle doit
apporter a la phytothérapie et a la consommation des plantes une certaine garantie et une
certaine caution. L’évaluation de la sécurit¢ d’une substance peut étre appréciée soit par
I’¢tude de sa toxicité aigue aprés administration d’une dose unique ou bien par I’étude de sa
toxicité chronique aprés administration répétée de la substance. Cependant, I’¢tude de la

toxicité aigue reste le jalon indispensable dans toute étude toxicologique.
1. Toxicité aigué (administration unique)

L’étude de la toxicité aigu€ permet d’exprimer la dose qui tue 50 % des animaux d’expérience
(DL50) ainsi que la dose maximale sans effet toxique (DME) c’est a dire la dose la plus
¢levée pour laquelle aucun effet toxique n’est relevé par rapport au lot témoin (Traore, 1999).

La toxicité peut étre appréciée entre autre par la détermination de la DL50.

1.1. La dose letale 50 : DL50

La dose létale 50 % (DL50) correspond a la dose capable de tuer dans des conditions
déterminées, la moitié des animaux mis en expérience dans une méme espéce animale. Dans
un délai généralement court, fixé au minimum a sept jours et au maximum a quatorze jours.
Cette détermination est fondée sur 1’évaluation des réponses de tout ou rien : mort ou survie
des animaux.

L’étude de la toxicité aiglie peut étre réalisée selon différentes méthodes ; Méthode de
Dragstedt et Lang ; Méthode de Karber et Behrens ; Méthode de Miller et Tainter ; Méthode
de Trevan ; Méthode de Litchfield et Wilcoxon ; Méthode selon la ligne directrice européenne
de ’OCDE code 423. Parmi ces méthodes on définit la méthode de la ligne directrice
européenne de 1’OCDE code 423
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1.2. Méthode d’étude de la toxicité aigle selon la ligne directive Européenne de ’OCDE
code 423

La méthode par classe de toxicité aigué décrite dans la Ligne directrice Européenne code 423
est un processus utilisant des animaux d’un seul sexe par étape. Suivant la mortalité¢ et/ou
I’état moribond des animaux, deux a quatre étapes sont nécessaires en moyenne pour évaluer
la toxicité aigué de la substance d’essai. Cette méthode est reproductible, utilise trés peu
d’animaux comparée aux autres méthodes de toxicité aigué (Lignes directrices 420 et 425) ;
elle permet de classer des substances par ordre de toxicité de fagon similaire. La méthode
utilise des doses prédéterminées et donne des résultats qui permettent le classement des
substances dans le Systéeme de Classification Globalement Harmonisé (SCGH) de substances
entrainant de la toxicité aigué. Cette méthode ne vise pas le calcul d’une valeur précise de la
DL50. Comme la mort d’un nombre d’animaux reste le principal effet observé, la méthode
permet de déterminer dans quelle gamme de doses la substance doit étre considérée létale.
Toutes les informations disponibles sur la substance d’essai doivent étre rassemblées avant de
procéder a I’essai. Ces informations contiendront I’identité et la structure chimique de la
substance, ses propriétés physico-chimiques et les résultats obtenus dans tout autre essai de
toxicité in vitro et in vivo ; elles seront utiles dans le choix de la dose initiale appropriée. Une
dose déterminée de la substance est administrée par voie orale a un groupe d’animaux. La
substance est testée dans un processus séquentiel dans lequel trois animaux d’un seul sexe
(des femelles) sont utilisés a chaque étape (Roll R et al, 1986). L’absence ou la manifestation
de mortalité liée a la substance dans un groupe ayant recu une dose a une étape donnée
détermine I’étape suivante, c’est a dire:

OOArrét de 1’essai,

CJJAdministration de la méme dose a trois animaux supplémentaires,

O COJAdministration de la dose immédiatement supérieure ou inférieure a trois animaux

supplémentaires.
2. Toxicité subaigué

La toxicité subaigué concerne les effets nocifs dus a la répétition de doses qui ne produisent
pas d'effets toxiques immédiats. Des effets tardifs peuvent survenir a cause de I'accumulation

du produit dans les tissus ou a cause d'autres mécanismes (OCDE, 1979).
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La substance a tester est administrée quotidiennement a différents niveaux de dose a plusieurs
groupes d'animaux. De maniere générale, au moins trois groupes d'essai et un groupe témoin
doivent étre utilisés (OCDE, 2008).

3. Toxicité chronique

Le but d'une étude de toxicité chronique est de déterminer les effets d'une substance d'essai,
chez une espece de Mammifere donnée, a la suite d'une exposition prolongée et répétee
(OCDE, 1979).

La substance d'essai est administrée quotidiennement a plusieurs groupes d‘animaux
d'expérience a des doses progressives, en général pendant une période de 12 mois. Cette durée
est assez longue pour permettre aux effets de toxicité cumulée de se manifester, tout en

évitant les effets perturbateurs des changements liés au vieillissement (OCDE, 2009).
4. Comparaison entre la toxicité aigué et chronique

Les mots « aigue » et « chronique » peuvent étre accolés a exposition, intoxication, toxicite
et effets. Classiqguement, on considére qu’il y a intoxication aigue lorsque des effets
biologiques surviennent apres une période d’exposition a un contaminant ne dépassant pas 24
heures. L’intoxication chronique concernera une exposition reiteree de I’animal pendant une
période de six mois ou plus. L’exposition de durée intermediaire, généralement 13 semaines,
déterminera L’intoxication sub-chronique (Viau et Tardif ; 2003).

Il semble approprié dutiliser les mémes intervalles de temps pour définir le type
d'intoxication subi par une population, méme si la durée de vie moyenne des humains est de
loin supérieure a celle des animaux de laboratoire. D’emblée, le type d'intoxication
déterminera également la facilité ou la difficulté d'établir une relation causale entre une
exposition et l'observation d'effets toxiques. Il va de soi que, pour les intoxications aigués a
des doses élevées de toxiques provoquant des effets aisément mesurables, la relation sera
beaucoup plus facile a établir que pour une intoxication chronique a de faibles doses (Viau et
Tardif ; 2003).

Tableau 5: Les formes d’intoxication (Gilles, 2004).

Forme d’intoxication Fréquence d’administration Durée de I’exposition

Aigue Unique < 24 heures
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Subaigule Répétée <1 mois
Sub-chronique Répétée De 1 a 3 mois
Chronique Répétee >3 mois

5-LE CHEMINEMENT D’UN TOXIQUE DANS L’ORGANISME

5.1-L’absorption

On appelle absorption le processus de pénétration d'un produit dans l'organisme. Il s'agit d'une
étape importante, car, tant qu'il n'a pas pénétré dans la circulation sanguine, un produit ne peut
causer d'action toxique systémique. L'absorption peut se dérouler sur 3 sites principaux : le
tube digestif, essentiellement au niveau de lI'estomac et de l'intestin ; les poumons au niveau
des alvéoles pulmonaires ; et la peau au niveau de I'épiderme et du derme

(Tron et al., 2002).

5.2-La distribution

Lors de leur transport sanguin, les toxiques peuvent étre liées aux hématies, aux

composants plasmatiques, ou se trouver a I'état libre non liées dans le sang (Holmberg et al.,
2000 ; Lauwerys, 2003).

5.3-La biotransformation

La biotransformation désigne 1’ensemble des réactions qui rendent la structure chimique d’un
toxique (qui est plutdt liposoluble au départ) plus polaire (ionisable) donc plus solubles dans
I’eau et ainsi plus facilement excrétables dans l'urine. Le foie est le principal organe impliqué

dans la biotransformation des toxiques (Viau et Tardif ; 2003).

5.4- L’excrétion
Ce processus consiste a rejeter le produit inchangé ou ses métabolites a I'extérieur de
I'organisme. L'excrétion peut se faire par voie rénale (lI'urine), gastro-intestinale (les selles),

pulmonaire (l'air expire), cutanée (la sueur) ou lactée (le lait) (Gilles, 2004).

Schema enceral
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Figure 8 : Cheminement d’un produit dans 1’organisme
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CHAPITRE I : Etude Toxicologie

6. Facteurs influencant la dose toxique : (DL50)

a) liée au sujet : (animal ou homme) :

Espéce animale :

apeL s N

expérimentation utiliser par ex 1 lot de rats et un lot de cobayes

Race :
Les sujets de race jaune (asiatique) ou noire étaient moins sensibles aux dérivés nitrés
Cher la race noire est plus sensible aux dérives de la quinine.

Cela est expliqué par la deficience de G6PD

Sexe :

Les rats males étaient beaucoup plus sensibles a I’action du lithium que les rats femelles

La femme est beaucoup plus résistante a 1’alcool, elle posséde un coefficient d’éthyle
oxydation plus important.

Poids :

Les animaux les plus lourds sont plus sensibles.

Rapport= surface corporelle/ poids corporels.

Métabolisme d’élimination [J quand ce rapport est grand.

Métabolisme d’élimination [] quand ce rapport et faible (grande toxicité).

Age :

Nouveau-né ou ageés réagissent de facon différente (age équivalent dans un méme lot) ; sont
plus sensible a 1’action des toxiques. Certains toxiques touchant le systeme neurologique, sont
contre indiqué chez les enfants.

Susceptibilité individuelle : des personnes sont + sensible a un toxique (ou médicament que
les autres).

Idiosyncrasie, allergie a I’aspirine, aflatoxine ; chez certain individu cedéme de Quick.

Etat physiologique :

Nutrition (ex a jeun ou apres repas).

Etat pathologique :

Ex L.R ou Insuffisance hépatique ou Insuffisance respiratoire réagit différemment qu’une
personne saine.

b) influence du mode d’administration :
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Voie d’administration :
Le mode d’administration est tres important. L’injection de poison directement dans le sang
augmente la toxicité et I’efficacité du médicament. Par voie orale la DL50 est plus élevé que

par voir V.
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CHAPITRE IV : Matériel et Méthode

IV. Matériel et méthode

L’objectif de ce travail est I’étude phytochimique et le teste de la toxicité aigiie de 1’extrait
(huile essentielle) des feuilles séchees de la plante du genre Origanum (marjoline) d’Algérie
issus de deux régions Chréa (Blida) et Draa Elmizan (Tizi-ouzou). La procédure de notre

travail était illustrée par le schéma suivant :

Feuilles séchées d’Origanum Marjoline L

Etude phytochimique Etude de la toxicité aigue

VAN VAR

Screening
phytochimique

Extraction de

I’huile essentielle

Détermination

dose létale 50

la

Teste biochimique

et hématologique

Figure 9 : Etapes de 1’étude.
IV.1. Premiére partie : étude phytochimique

IV.1.1. Matériel végétal

Les espéces végétales utilisées dans ce travail ont été collectées le mois de mai 2019.

Les plantes et les lieux de collette ont été identifié sur la base des informations fournie aupres
de la direction de protection des foréts (DGF) de Blida, et a partir des tradipraticiens et des

connaisseurs de la région de Draé El Mizan.

La plante été collectées et séchées a température ambiante.
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CHAPITRE IV : Matériel et Méthode

Figure 10: Présentation de feuilles séchées d’Origanum majorana (A) wilaya de Blida ;( B) la
wilaya de Tizi-Ouzou (photo original, 2020).

1VV.1.2. Coordonnées géographiques
Coordonnées de Chéra (Blida) : Longitude: 2.83333 36° 28’ 60" Nord, 2° 49' 60" Est.

Coordonnées de Draé El Mizan (T1ZI1-OUZOU) : Longitude: 4.05 36° 43’ 0" Nord, 4° 3' 0"
Est.

»
Wilaya de Blida -
0 250 500 km Wilaya de Tizi ouzou ==
— Commune de chréa =
Commune de Draa El Mizan -
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Matériel et Méthode

Figure 11 : Carte de localisation géographique de la zone de collecte.

e L’étage bioclimatique de deux régions :

Région de BLIDA Région de T1ZI-OUZOU
Températures |Min °C 9 -8,5
extrémes
Max 36 40
°C
499 — 790 500-850
Précipitations (mm)
229 m 332m
Latitude (N)
Etage bioclimatique Subhumide

1V.1.2. Extraction de ’HE de marjolaine

Le matériel végétal séché est soumis a une hydro distillation au moyen d’un appareil

d’extraction de type Clevenger (figure V1.3), ou 50 g de matiére végétale sont introduites avec

400 ml dans un Ballon d’un litre. Il est placé sur un chauffage & gaz naturel, et surmonté d'un

"chapiteau” qui le relie au condenseur. Ce dernier est formé d'un serpentin de cuivre plongé

dans un bac de refroidissement ou circule de I'eau fraiche en permanence, I’ensemble est porté

a ébullition aprés 15 min, les vapeurs chargées d’huile essentielle traversant le tube de cuivre

(condenseur) se condensent et chutent dans une ampoule a décanter, en fin de décantation on

obtient deux phase (huile essentielle + hydrolat) , I’eau et I’huile se séparent par différence de

densité et de couleur .On la sépare de celui-ci par décantation (figureV1.3).
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Figure 12 : Dispositif de Clevenger pour 1’hydro distillation

Phase organique (huile essentielle)

Phase agueuse (hydrolats)

Figure 13: La formation de deux phases
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CHAPITRE IV : Matériel et Méthode

Les procédures d’extraction sont illustrées par le schéma suivant :

Matiere végétale + eau

Chauffage

Eau + traces d’HE

Condensation

Vapeur + HE

Décantation

Huile Essentielle Hydrolat

Figure 14: Les étapes de 1’hydro-distilation (extraction d’HE).

IVV.1.3. Conservation d’huile essentielle obtenue :

L’huile essentielle extraite est conservée a une température de 4°C, dans des micros tube,
couverte aves du papier aluminium, fermés hermétiquement pour les préserver de 1’air, de la
lumiere et des variations de températures qui sont les principaux agents de dégradation.

Une huile altérée perd son activite biologique.

42



CHAPITRE IV : Matériel et Méthode

IV.1.4. Analyses phytochimiques :

1.1.4. Rendement
Le rendement en HE est définit comme étant le rapport entre la masse de 1’huile essentielle
obtenue aprés I’extraction et la masse de la matiere végétale séche utilisée. Il est calculé donc

par la relation suivante :

RHE (%)= (MHE /MS). 100
Ou:
- RHE : Rendement en HE (%).
- MHE : Masse d’HE récupérée exprimé en (g).
- MS : La quantité de la matiere végétale séche utilisée pour I’extraction exprimée en

(9).

IV.1.5. Cinétique d’extraction de I’huile essentielle :

Pour étudier la cinétique d’extraction de I’huile essentielle de marjolaine a 1’état sec.

Nous avons récupéré des quantités de I’huile essentielle correspondantes a des intervalles de
temps.

De 30 mn qui s’étalent de 0 a 220 mn. Les quantités des huiles essentielles obtenues vont étre
exploitées dans le but de calculer le rendement a chaque intervalle de temps, et aussi pour
tracer la courbe d’influence de temps sur le rendement.

Notre objectifs de la cinétique est la détermination de la durée du temps convenable poure

extraire le maximum d’huile essentielle des feuilles d’Orignanum Marjolaine.

4
/
3 /
) /et HE de blida
1 A = HE de tizi-ouzou
0 _J/
0 30 60 90 120 150 180 220

Y : axe de temps en min / X : axe de quantit¢ d’HE en g

Figure 15 : Courbe représente influence de temps sur I’extraction de I’huile essentielle.
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CHAPITRE IV : Matériel et Méthode

Mesure de pH par un pH metre
Avant de commencer, on étalonne le pH metre puis on prend une quantité de la marjolaine. Et
on la met dans un verre d’eau distillé stérile pendant une heure ensuite on lit la valeur de ce

pH.

Figurel6: Le pH métre

PH par un papier pH
On met quelque goutes de I’huile de la marjolaine sur un papier imbibé d’un indicateur

Universel et on attend les résultats.

ble des laboratoires

Figurel?: Les résultats du pH sur un papier
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La densité relative a 20° C (D20)
A T’aide d’une micropipette on préléve un volume de 1ml d’huile essentielle et on pése ce
volume par une balance. Et on refait La méme chose avec 1’eau.

La densité relative D20 donnée par la formule suivante :

m2 — mo0

Ou:
mO : La masse en g de tube vide
ml : La masse en g de tube rempli d’eau

m2 : La masse en g de tube rempli d’huile essentielle

L’indice de réfractions (IR)

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

Les indices de réfraction sont mesurés a I’aide d’un réfractométre a la température de
chambre puis ramenés a 20°C par la formule :

120=1t+0.00045(t = 20°C)

Ou:

120 : Indice &4 20°C

It : Indice a la température de chambre :

T : Température de mesure.

Notons que pour un méme échantillon, la mesure de la réfractométrie est effectuée trois

Fois et on prend la moyenne des 3 valeurs.
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Figure 18: Réfractometre (laboratoire de chimie)

IV.1.6. Détermination de la composition chimique de I’huile essentielle

Analyse chromatographique
Elle a été programmé de réalisé au laboratoire des analyse chimique /Département de GDP.

Selon le protocole suivant :

IV.1.6.1. Préparation des échantillons pour essai :
Une quantité de 0.2ul d'HE en fait une dilution dans I’hexane est prélevée et injectée dans
I'appareillage pour déclencher les procédures d'analyse. (on a pas récupéré le graphe a cause
de Covid-19)

IV.1.6.2. Chromatographie en phase gazeuse
Les analyses chromatographiques des HE se fait avec un CPG type Hp (Agiles technologies)
6800 plus couplé avec un SM (Agilent technologies) MSD 5973
La fragmentation effectuée par impact électronique a 70 eV. La colonne est capillaire de type
Hp-5 MS largeurs 30 m et diamétre 0,32 mm, épaisseur film 0,25 um.
La température de la colonne doit étre de 50 a 250 °C a raison de 4 °C. min-1.

Le gaz vecteur est ’hélium dont le débit GV est fixé a 0,5 ml.min-1

1VV.2.Screening phytochimiques :
Le but de ces tests est de connaitre la composition en métabolite secondaires, ils ont effectués

soit sur la poudre de broyat, soit sur un infusé (Bouyer, 1996).
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IVV.2.1. Broyage et tamisage :
Les feuilles séchées ont été préalablement broyées a I’aide d’un broyeur électrique apres on
fait leur tamisage pour obtenir une poudre fine de couleur grise verte (figure 1V.9). La poudre

obtenue est conservée dans une boite en verre couverte avec du papier aluminium,

Figurel9: la plante Majorana apres leur broyage.

IV.2.2.Préparation de l’infusé
A 5g de poudre végétale, sont ajoutés S0ml d’eau distillée bouillant, laissé infuser pendant 15

min avec agitation de temps en temps, aprés filtration.
1V.2.3.1dentification des composés chimiques

Les tanins :

Nous avons introduit dans un tube a essai 2ml d’infusé a 5 % ; puis nous avons ajouté
quelque gouttes de solution FeCl3 a (5 % dans 1’éthanol).En présence de tanins, il se
développe une coloration brune verte qui révéle la présence des tanins (Trease and Evans.,
1987).

Les tanins catéchiques :
15ml d’infusé, sont additionnés a 7 ml de réactive de Stiasny (10 ml de formol a 40% et 5Sml
d’HCL concentré). La réaction donne une coloration rouge en présence des tanins

catéchiques.
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Les tanins galliques :
A 5ml d’infusé, sont ajoutés 2g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCL3. La

réaction donne une coloration bleue foncé en présence des tanins galliques.

Les alcaloides :

Introduire 1g de poudre végétale dans un tube a essai. Ajouter 10ml d’acide sulfurique (10%)
Agiter énergiquement pendant 2 min et filtrer, ajouter 2 gouttes de réactif de Dragendorf .
Résultats : apparition d’un précipité rouge orangé.

Les anthocyanes :
2ml d’infusion sont ajoutés a 2ml d’acide chlorhydrique 2N. L’apparition d’une coloration
rose qui vire au bleu violacé par addition d’ammoniac indique la présence d’anthocyanes

(Paris and Moyse., 1969, Debry et al., 1971).

Les saponosides :

Dans un tube a essai, 2g de poudre de plante sont mélangés avec 80 ml d’eau distillée puis
ports a [’ébullition pendant 5 min, on filtre I’extrait et ensuite refroidit et agité
vigoureusement pendant 2 min, la formation d’une masse plus au moins importante indique la

présence des saponosides (Trease and Evans., 1987).

Les glucosides :
A 2 ml de poudre végétale, sont ajoutées quelques gouttes d’acide sulfurique. La formation

d’une coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des glucosides.

Les mucilages :
On introduit 1ml de ’infusé dans un tube et on lui ajoute Sml d’éthanol absolu, I’obtention

d’une précipitation floconneuse indique la présence des mucilages.

Les sucres réducteurs :
5ml de I’extrait et quelque goutte de Fehling A et B apres changement y la formation d’un

précipite rouge brique qui révele la présence des sucres réducteurs.

Les flavonoides :
A 5ml d’infusé, sont additionnés Sml d’HCL. Un copeau de Mg et 1ml d’alcool iso amylique.

La réaction donne une coloration rouge orangée en présence des flavonoides.

Terpénoides (test de slakowski)
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A 1ml de I’extrait méthanolique et aqueux, sont ajoutés 0,4ml de chloroforme (CHCI3) et 0,6
ml de H2SO4 concentré. la présence des terpénoides est mise en évidence par ’apparition

d’un anneau marron, violette-bleu ou verte a I’interphase (khan et al, 2011)

Test des lipides

Sur papier filtre, sont déposées quelques gouttes de la solution d’extrait Le papier est ensuite
séché a température ambiante. La présence de taches translucides aux sites de dépdt des
gouttes était révélatrice de la présence des lipides (Bruneton, 1999

IVV.3.Deuxiéme partie : étude de la toxicité :

IV.3.1.Mateériel animal
Pour évaluation de la toxicité aigué de I’huile essentielle de la partie aérienne de 1’Origanum

marjoline, on utilise 27 souris femelles et male de 1’espece Albinos wistar.

IV.3.2.Conditions d’hébergement et d’alimentation :
La température du local expérimental est maintenue a 22°C (£3 °C), dispensé d’un éclairage
artificiel faisant alterner des séquences de 12 heures de lumiére et de 12 heures d'obscurité.

Les animaux sont hébergés dans des cages individuelles. Ils sont nourris avec des préparations

classiques pour rongeurs de laboratoire et avec acces libres de I'eau.

Figure 20: Albinos wistar au sein de 1’animalerie de laboratoire toxicologie (GDC)
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IV-3.4. Evaluation de toxicité aigué de I’huile essentielle de 1’origanum marjoline L

Pour évaluer la toxicité aigle des huiles essentielles des deux régions se fait par :

La méthode de toxicité aigue orale décrite dans la ligne directrice OCDE 423 (OCDE, 2002).
Cette méthode est reproductible, utilise trés peu d’animaux et différente des autres méthodes
de toxicité aigué (Lignes directrices 420 et 425). Elle permet de classer des substances par
ordre de toxicité de facon similaire. Une dose déterminée de la substance est administrée par
voie orale a un groupe d’animaux. L’absence ou la manifestation de mortalit¢ liée a la
substance dans un groupe ayant regu une dose a une étape donnée détermine 1’étape suivante,
c’est a dire:

OO0Arrét de ’essai,

CJJAdministration de la méme dose a trois animaux supplémentaires,

O CJAdministration de la dose immédiatement supérieure ou inférieure a trois animaux
supplémentaires.

L’expérience est effectuée pour chaque étape sur trois souris, &gées de 2 a 2.5 mois, leur poids
se situe entre 20 et 30 g, ces souris sont gardees sains et a jeun (avant d’administration des
doses on supprime la nourriture avec la présence permanente de I'eau) 4 h avant et 2 h apres

I’administration orale d’huile essentielle en solution dans tween 80°.

Lots Effectifs (n) Poids (g) Doses en mg/kg (Par gavage)
Témoins 3 Eau physiologie Na CI 0,9%
Pour la région de 3 250
BLIDA 3 500

3 750

3 1000
Pour la région de 3 250
TIZ1-OUZOU 3 500

3 750

3 1000
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Temoins

(Eau physiologique)

HE (chréa)

L X3

dose 1

Lok X3

dose 2
L. X3

dose 3

Figure 21: Dispositif expérimentale

1\VV.3.5.Préparation de la gamme de dilutions

Matériel et Méthode

HE (draa el mizane)

. . X3

o

dose 1

dose -2

dosé “3

X3

X3

Des dilutions successives au demi ont permis de préparer une gamme de dilution allant de

d’HE avec de tween 80 (voir la figure).

Figure 22: Préparation des dilutions .

Tableau 6 : Valeurs des dilutions utilisées pour déterminer la toxicité

rapport de | 14 Y, 1/6 1/8
dilution

(HE/tween 80) | 4 2 2 2
Tween80/ml
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1VV.3.8.Administration de la substance

Les souris doit étre jeunées quatre heures avant qu’elle regoit le traitement. L’administration
de la solution se fait par gavage a I’aide d’une sonde gastrique. Qui permet a la substance
d'atteindre le systeme digestif. On a réaliser un teste de toxicité de la premiere dose qui
contient de %4 de I’huile essentielle et 4 ml de tween 80 ; sur un lot de 3 souris et on suive

pendent 24h ; on a pas terminé les autres dose a cause de Covid-19.

Figure 23 : Photographie de I’administration des extraits par voie orale (laboratoire de
toxicologie GDC-saidale).

1V.3.9.Les méthodes d’évaluation de la toxicité

Observations

Des observations peuvent s'avérer nécessaires lorsque les animaux continuent a manifester
des signes de toxicité.

Les observations doivent porter sur : Redressement des poils, Anorexie, Asthénie, Diarrhée,

Troublérent de marche, Faiblesse, Somnolence, Isolement, Coma, morts
Poids corporel

Le poids individuel de chaque animal doit &tre déterminé peu de temps avant I'administration
de la substance d'essai et ensuite une fois par jour. Les changements de poids doivent étre

enregistrés.

Remarque
Les observations du comportement, les réactions et les changements des poids des

sujet avec les différentes doses seront illustré dans un tableau.
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IV.6. Tests biochimiques

Les tubes héparinés sont centrifugés a 4000 tours/min pendant 10 min. Le sérum prépare a
partir de ces échantillons pour déterminer les parametres biochimiques suivants : Glucose,

Creatinine, Urée, Alanine aminotransférase (ALAT) et Aspartate aminotransférase (ASAT).
IV.7. Tests hématologiques

Les échantillons de sang prélevés sur EDTA seront utilisés pour déterminer les taux de
globules blancs, de globules rouges, de plaquettes, de la formule leucocytaire, de
I’hémoglobine et de I’hématocrite.

Les dosages (hématologique et biochimique) se fait au laboratoire CHU Moustapha Bacha,
Alger.

[ JPrélevement des organes :

A la fin de I’expérience, les souris seront anesthésiées par inhalation de Diéthyl éther dans
une cloche en verre et avant leurs sacrifices, un prélevement sanguin effectué a partir de la
veine orbitale & 1’aide des tubes d’hématocrite. Apres dissection, le foie, la rate, les reins et le
ceeur et observer macroscopiquement in Situ, puis prélevés et déposés dans I’eau
physiologique, dégraissés, seches par le papier filtre et peses. Des morceaux du foie et des
reins seront conservés dans une solution de formol 10% pour 1’étude histo-pathologique.

[ JRéalisation des coupes histologiques

La réalisation des coupes histologiques, nous voulions travailler au niveau du laboratoire
d’anatomie 306 avec Dr Madame Djazoulli Fatma Zohra. Aprés avoir fixes le foie et les reins
dans du formol (10%) pendant une semaine, nous les avons a coupé en petits morceaux. Ces
échantillons sont déshydratés par passage dans trois bains d'éthanol successifs de 30 min (70-
75°; 90-95° et 100°). Ensuite ils sont éclaircis dans deux bains de 20 minutes de toluéne et
inclus dans la paraffine (deux bains de 2 heures chacun). L'opération est automatisée a l'aide
d'un automate (TISSUE-TEK® I1°). Les blocs de paraffines obtenus sont ensuite coupés par
microtome, les coupes de Sum d'épaisseur sont étalées sur des lames et séchées pendant une

heure a 37°C, réhydratées, colorées a I'nématoxyline-éosine.
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Les casette

Figure 24: Photographie de la préparation des lames au niveau du laboratoire D’anatomie-
pathologique de la faculté de Biologie Saad Dahleb Blida.

IV.8.Calcul de 1a DL50 et de I’intervalle de confiance

Pour le calcul de la DL50, on a voulu travail avec la méthode d’approximation par calcul

rapproché (Kraber et Behrens).

DL50= (DL100- AB) N

A : la différence entre 2 doses successives.

B : moyenne de mort entre 2 doses successives.

N : nombre moyen d’animaux.
y
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CHAPITRE V : Résultats et Discussion

V.1.1.Rendement d’extraction

Application numérique Blida Tizi-Ouzou
8,840 5,381
250 *+ 100 250 %+ 100
Rendement en %=% * 100 g g
mM.V.S () =3,53% =2,15%

Les rendements moyens en huiles essentielles ont été calculés par rapport a la matiere
végétale séche. Les échantillons de la marjolaine ont fourni un taux d’environ 2,15%z 1,06
pour la région de Tizi-Ouzou et celui obtenu pour la région de Blida est de 3,53%.% 1, 90.
Cette région semble donner un rendement meilleur en raison des facteurs pédoclimatiques de

la région qui difféerent de ceux de la région de Tizi-Ouzou.

L’étude phytochimique | Rendements en huiles | Pays (Région) Années
effectuée par : essentielles

Gilles Figuerdo 3,2% a5,3% France 20/02/2007
Belhattab et al 2,3a5% Sétif 2005
Bekhechi et al, 3,53% a4,8% Tlemcen 2002
Bendahou et al 1a25% Bejaia 2006

Ces variations de rendement, peuvent dépendre de nombreux facteurs (technique d’extraction,
la température, I’humidité, ’altitude et la nature du sol et d’autres facteurs tels que le cycle
végétatif, la période de récolte, les parasites, les virus et les mauvaises herbes. (Belyagoubi L,
2006).

V.1.2. Influence de temps sur I’extraction de I’huile essentielle

L’évolution du rendement en fonction du temps est donnée dans le (tableau 7)
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Tableau 7: Influence de temps sur I’extraction de 1’huile de I’Origanum Majorana L.

Temps min 0 30 60 90 120 150 180 220
HE de Blida 0 0,9 1,02 1,65 1,81 293 | 315 | 3,59
HE de Tizi-Ouzou 0 0,3 0,75 1,20 1,76 2,02 2,15 2,15
4
3,5 A~

/

4
2 / — e HE de blida

15 Yl e HE de tizi-ouzou
’ 4

0,5
0 __[

0 30 60 90 120 150 180 220

Y :axe de temps en min
X : axe de quantit¢ d’HE en g.

Figure 25: Courbe représente influence de temps sur 1’extraction de 1’huile essentielle.
V.1.3. Caractérisation de I’huile essentielle

La caractérisation (propriétés physico-chimique, organoleptique) constitue un moyen de
controle de notre I’HE. Ces essais sont déterminés selon un protocole précis et compare a

d’autres travaux.

V.2. Propriétés organoleptiques
Les caractéristiques organoleptiques des HEs de la plante seche de 1’origanum majorana L

sont présentées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 8 : Les caractéristiques organoleptiques d’HE de la marjolaine.

Caractéristique Résultats trouvés

organoleptique Blida Tizi-Ouzou
Aspect physique Liquide limpide Liquide limpide
Couleur Jaune claire jaune pale a foncé
Odeur Douce, fine chaude et délicate

Les huiles essentielles issues de la méthode d”hydro distillation possédent des notes olfactives
proches des ar6mes originels des plantes fraiches utilisées avec des odeurs d’herbes
aromatiques. L’odeur dégagée est agréable malgré une légere altération, mais toujours avec
un caractére herbal rappelant les plantes fraiches. On note que notre huile essentielle a un
aspect liquide, une odeur propre a la matiére végétale (camphrée), et incolore (figure V.4).

Figure 26: HE de la marjolaine

V.2.2. Propriétés physico-chimiques :
Les résultats de la détermination des propriétés physico-chimiques des essences obtenues par
Hydro distillation sont notés dans le (Tableau V.4):

Tableau 9 : Caractéristiques physico-chimiques de I’HE de Origanum Majorana.

Caractéristiques les résultats
physicochimiques Blida Tizi-Ouzou
pH (extrait aqueux de la plante) 6,14 6,16
pH(HE) 6 6

La densité 1,0026 1,049
L’indice de réfraction 1,470 1,4635
Discussion :
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PH :

Le pH indique que notre huile essentielle est presque neutre. Cette conformité est due a la
pureté de notre 1’huile (bien séparé de 1’eau).

Le pH d’extrait aqueux de la plante est proche du pH de I’'HE, ce qui montre que I’HE de
I'Origanum Majorana L. influe sur le pH de ce dernier.

La densité

C’est un critére de pureté, d’apres les résultats obtenus, la densité de notre huile essentielle est
de 1.0026 pour Blida et 1.049 pour Tizi-Ouzou qui est plus dense, les deux sont plus dense
que I’eau.

L’indice de réfraction

L’indice de réfraction de I’'HE de 1’Origanum Majorana est de 1.470 pour Blida et Tizi-
Ouzou et 1,4635.

En termes de validation en comparant nos résultats expérimentaux avec ceux de la littérature :

Les caractéristiques la région Référence

organoleptiques Bejaia | Ain Defla

Ph de I’huile 6 5,6 Taleb.T. K, 2015

Indice de réfraction 1,470 1,4635

Indice d’acidité 0,033 0,030 AHMED ABD EL MALEK Nawel et
Indice d’ester 56,56 56,97 YAGOUBI Feth Zhar 2016

V.2.3. Analyse phyto-chimique

Les tests phyto-chimiques est une analyse qualitative qui nous permet a mettre en eévidence les
différentes classes de métabolites secondaires que contienne les extraits préparés a partir de la
partie aérienne d’Origanum majorana, des deux régions déférentes. La détection de ces
composés chimiques est basée sur des essais des réactions de précipitation et de turbidité, un
changement de couleur spécifique. Les résultats sont récapitulés dans le tableau (V.8) par la
mise de la présence de certains groupes et 1’absence d’autres métabolites secondaires au

niveau des tissus végétaux de notre plantes.

Tableau 10: Résultats des tests phyto-chimiques réalisés sur les extraits de notre plantes

étudiée.
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Les composés chimiques
Région de Blida Région de Tizi-Ouzou
Les Anthocyanes +++ ++
Les tanins + +
Les tanins caféchique + +
Les tanins galliques - -
Les flavonoides - +- (trace)
Les alcaloides ++ ++
Les glucosides - -
Les mucilages + +
Les sucres réducteurs + +- (trace)
Les lipides ++ ++
Les saponosides +(0,5cm) ++ (1,8 cm)
Les terpenes - -

+- Présente en trace ; + Présente en ; ++ fortement pérsente ; - Absence.

Selon les résultats du tableau 10, les composants chimique suivantes : les anthocyanes,
flavonoide sont en trace dans la région de Tizi-Ouzou, les tanins, les tanins gallique, les
alcaloides, terpénoides et sucre reducteur, le mucilage et les lipides sont présentes dans la
plante étudié les saponosides sont plus présent dans la plante issue de la région de Tizi-ouzou.
Mais les flavonoides, les terpénes, les glucosides sont absents dans les deux échantillons.
Cette présence ou absence en principes actifs confere a la plante des propriétés remarquables,
ce qui pourrait justifier ses multiples indications thérapeutiques.

En comparaison avec le travail de Melle BIA SOUMIA Université d’EL OUDE en 2018, les
composants chimique : flavonoides, tanins, sucres réducteurs, saponosides, terpenoides, sont
présente dans /°’Origanum Majorana, mais les alcaloides, quinons libres, les anthocyanes sont
absent.

Est dans le travail réalisé par Melle Guendouz Fatima et Touhria Hanane Université de Borj
Bou Areridj en 2018/2019, les composants chimique : flavonoides, tanins, sucres réducteur,
alcaloides, terpenoides, saponosides, triterpénes ; sont présente dans /’Origanum Majorana

,mais les quinon libres, les anthocyanes sont absent.
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V.3.LA TOXICITE AIGUE :
V.3.1.0bservations cliniques

Aprés 'administration de 1’huile essentielle en dilution de Origanum marjoline par voie orale
aux souris, et apres observation réguliére chaque jours pour détecte les signes d’intoxications
et de mortalité en liaison avec la dose administré. Les signes sont résumés dans le tableau
suivant :

Aprés ’administration de la périmer dose de la région de Blida on a effectué 1’observation
suivants :

Apres 4 heures de 1’administration avec isolement des souris 1’une de 1’autre dans un coin, et
aprés une observation continue durant 24 h on a constaté que toutes les souris du lot sont

mortes.

Tableau 11 : L'effet d'une dose unique d’Origanum marjoline sur les souris albinos wistar.

ID Dose (mg/kg) Evolution avec le temps(Jours)
Les 4 | ler 10éme | 14éme Les Symptdémes
premiéres | au Jour jour
heures 7éme
jour
Eau physiologique Normale *Redressement des
Pour la dose 1 Morts poils
région de | dose 2 *Anorexie
BLIDA dose 3 *Asthénie
*Diarrhée
Pour la | dose 1 *Troublerent de marche
région de *Faiblesse
TIZI- dose 2 * Somnolence
0ouUzZouU dose 3 * |solement
*Coma
*morts
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V.3.2.La courbe de la dose létale 50 :

Résultats et Discussion
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Figure 27: Courbe de Trevans.
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Conclusion Générale

Le r6le des plantes dans la médecine traditionnelle est connu depuis fort longtemps. Or, la
recherche apporte les preuves scientifiques de leur efficacité, mais aussi de leur toxicité.
Parmi les plantes médicinales traditionnelles, il y en a celles qui peuvent étre toxiques a de
fortes doses ou aprés administration prolongee.

Notre étude s’est basée sur I’espéce Origanum majorana L, qui appartient a la famille des
Lamiacées, I’une des familles les plus importantes de la flore Algérienne et les plus utilisées
par les thérapeutes traditionnelles. Pour cela on a choisi d’étudier 1’Origanum majorana L
issue de deux régions du Nord algérien (Blida et Tizi-Ouzou) pour évaluer la variation
phytochimique et toxicologique selon les facteurs pédoclimatiques des deux régions.

Notre travail a été scindé principalement sur deux volets, le premier représente une étude sur
I’huiles essentielle de la plante d 'Origanum majorana et ces propriétés physicochimiques. Le
deuxiéme volet renferme 1’évaluation de la toxicité aiglie des deux échantillons d’huile

essentielle issue des deux régions.

Les résultats de I’extraction des huiles essentielles ont donné des rendements importants de
2,15% et 3,59% respectivement pour la région de Tizi-Ouzou et Blida. L’étude de propriétés
physicochimique et organoleptique nous permis de contaire que notre I’huile essentielle est
dans les normes de AFNOR -Les résultats obtenus ont montré que 1’Origanum majorana L. est
une espece riche en huile essentielle.

Ainsi un screening phytochimique de cette plante a montré la présence des tanins, les
alcaloides, les lipides et les saponosides chez les plantes des deux régions. Cette absence ou la
présence des composés chimiques est due a plusieurs facteurs biotiques et abiotiques
spécifique a chaque région. Les résultats obtenus ont montré que 1’Origanum Marjolin L est

une espece riche en métabolite secondaire.

L’étude de la toxicité aigie sur des souris albinos Wistar réalisé avec une seule dose
administrée de région de Blida est aprés 24h d’observation a provoqué la mort de toutes les

souris du lot 1.

Le résultat obtenu in vivo nous ont permis d'avoir une idée sur la toxicité de 1’origanum
marjolaine L administré a forte dose, mais d'autres études plus poussées sont souhaitables
pour démontrer ci cette dose est la dose maximale toxique ou nous pouvons identifier une

autre dose moins importante que celle-la mais qui aux mémes degrés de toxicité. Ce travail
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reste incomplet a cause de Covid-19 qui nous a exigé le confinement de tout le monde ce qui
a engendré I’arrét de nos travaux.

Ce travail est une étape préliminaire pour des études plus larges, plus approfondies et plus
accomplies incluant:

Des études de toxicité chronique sur Origanum Marjoline L , afin de déterminer les effets

a long terme .Des tests complémentaires de toxicité sur Origanum Marjoline L par d'autres
voies que la voie orale.

Des études pharmacologiques et toxicologiques a grande échelle sont nécessaires pour la
production des molécules naturelles actives et pour une modération de sécurité dans

I'utilisation de cette plante.
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Annexe

Matériels Utilisés :

Agitateur Balance analytique

Ependve Dispositif pour ’indice d’acide

Les Réactifs :

2-Les produits
Ammoniac
Acide acétique
Chloroforme
Dichlorométhane
Diéthyl éther
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Ethanol « C2H60 »
Eau distillé « DH20 »
Eau physiologique
Méthanol « MeOH »
Xylene/Hémato-xyléne

Paraffine

Enkit de montage.

Blida Tizi-Ouzou

Figure 25: Détection des tanins.

Figure 26 : Détection des anthocyanes.
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Blida Tizi-Ouzou

Figure 27 : Détection des Alcaloides
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Figure 28: Détection des Saponsides
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Figure 29: Détection des lipides

Annexe 2
Tableau : Echelle de Hodge et Sterner

DL50 orale (rat)

Indice de toxicité

Jusqu'a 1 mg/kg

Extrémement toxique

De 1 a 50 mg/kg Hautement toxique
De 50 a 500 mg/kg Modérément toxique
De 500 a 5 000 mg/kg Légérement toxique
De 5000 a 15 000 mg/kg Presque pas toxigque

Plus de 15 000 mg/kg

Relativement inoffensif

Annexe 3 : la feuille de calcul du logiciel de ’OCDE pour la ligne directrice 425.

New Test LoadData SaveData GetReport Options

Test/ Substance:l Détermination de 1a DLS50 des alcaloides de Fumaria officinalis

Testiypofivan

-

Short-term

-, ADT4255tatPgm

About AOT42S Ext

Assumed values ol start of the main test

LD50: [Detan Sigma: | 0.125

Long-torm Program's Data Entsy Meszages

=101x|

The man test is complate

Stoppang ontena met: LR crtenan.
Estimated LOSD = 1341 [(The one doze with patial rezponse] S5% PL Confidence interval iz1118.1 10 1563,
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