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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles de la région de khmis meliana , nous
avons entrepris une étude sur une plante tres utilisée par la population locale : Origanum
vulgare ssp. glandulosum. C” est une espéce endémique Algérotunisienne.

L'objectif de cette étude dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales on peut
remplacer la production des antibiotiques & base des molécules synthétique par des molécules
biologiques.

L’analyse phytochimique de la plante indique la présence de metabolites secondaires : les
anthocyanes, les tanins cathéchiques, les tanins galliques, les flavonoides, glucosides, le
mucilage. Ces derniers sont totalement absents chez I’hydrolat.

L’activité antioxydant des huiles essentielles et de 1’hydrolat est évaluée par le test du
piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus ont permis de révéler que les huiles
essentielles exposaient un effet trés modeste ( 1C50 =676.30 ug/ml) comparé a celui de
I’antioxydant de référence(IC 50=519.98ug/ml). Alors que les hydrolats sont dépourvue de
pouvoir antioxydant(IC 50=957.34 ug/ml).

D’autre part, les tests de ’activité antibactérienne ont été exprimés sous forme de diametres
de zones d'inhibition par la méthode de diffusion sur disque. Les huiles essentielles ont été
particulierement efficaces contre toutes les souches bactériennes testées(Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, salmonella typhimurium,Escherichia
coli) avec des diamétres d’’inhibition de 24.81+2.342mm, 67.27+1.775mm, 76.36+0.186mm,
41.94+11.358mm, 45.46+4.687mm) respectivement . Quant a I’hydrolat aucun effet y’a été
noté.

Nous avons testé par la suite leurs effets sur deux champignons (Candida albicans et
Aspergilus brasiliensis). Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentielle d’Origanum
glandulosum est relativement trés actifs avec des diamétre (48.15+2.410mm et
59.40+3.428mm) par rapport a I’hydrolat qui n’a montrés aucun effet antifongique.

Mots clés : Origanum glandulosum, huile essentielle, hydrolat, étude phytochimique, activité
antioxydante, activité antimicrobienne.



Abstract:

As part of the development of the natural resources of the Khmy meliana region, we have
undertaken a study on a plant widely used by the local population: Origanum vulgare ssp.
Glandulosum. It is an endemic species Algérotunisienne.

The objective of this study is to perform a phytochemical analysis of the aerial part of
Origanum glandulosum by screening, and a study of antioxidant activity, essential oil and
hydrosol.

Phytochemical analysis of the plant indicates the presence of secondary metabolites:
anthocyanins, tannins, catholic tannins, gallic tannins, flavonoids, glucosides, mucilage.
These are completely absent in the hydrosol.

The antioxidant activity of the essential oils and the hydrolate is evaluated by the DPPH free
radical scavenging test. The results obtained revealed that the essential oils exhibited a very
modest effect (IC50 = 676.30 pg / ml) compared to that of the reference antioxidant (IC 50 =
519.98 pug / ml). While the hydrolates lack antioxidant power (IC 50 = 957.34 ug / ml).

On the other hand, tests of antibacterial activity were expressed as inhibition zone diameters
by the disk diffusion method. The essential oils were particularly effective against all bacterial
strains tested (Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli) with inhibition diameters of 24.81 + 2.342mm, 67.27 +
1.775mm, 76.36 £ 0.186mm, 41.94 + 11,358mm, 45.46 + 4,687mm) respectively. As for the
hydrolat no effect has been noted.

We subsequently tested their effects on two phytopathogenic fungi (Candida albicans and
Aspergilus brasiliensis). The results obtained show that the essential oil of Origanum
glandulosum is relatively very active with diameters (48.15 = 2.410mm and 59.40 +
3.428mm) compared to the hydrolate which showed no antifungal effect.

Key words: Origanum glandulosum, essential oil, hydrolate, phytochemical study,
antioxidant activity, antibacterial activity, antifungal activity.
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Introduction

Les plantes aromatiques et médicinales ont suscité beaucoup d’intérét dans le domaine
thérapeutique. En effet, les substances naturelles extraites de ces plantes ont permis de
grandes avancées en raison de leur valeur ajoutée dans la préparation de nombreux produits
(Amarti et al., 2011).

Le savoir traditionnel ancestral se transmettant de génération en génération est devenu
aujourd’hui une mine d’information extrémement précieuse pour I’industrie pharmaceutique
(Fouche et al., 2000). Les effets des plantes médicinales sont traditionnellement connus mais
leurs vertus thérapeutiques peuvent varier en fonction de la partie utilisée de la plante
(Colette, 2004).

Par ailleurs le continent Africain est doté de la plus riche biodiversité dans le monde, avec
beaucoup de plantes utilisées comme herbes, aliments naturels et a des fins thérapeutiques
(Khia et al., 2014).

L’ Algérie, par sa situation géographique au centre de la méditerranée, abrite une végétation
riche et diversifiée. Un grand nombre de plantes aromatiques y poussent spontanément. Ces
plantes sont riches en huiles volatiles. Une proportion importante de ces plantes est
polymorphe.

La richesse et 1’originalité de 1’étude de la flore Algérienne présente un intérét scientifique
fondamental pour la connaissance de la pharmacopée traditionnelle, et le domaine de la
valorisation des substances naturelles (Baba Aissa, 1991).

La famille des Lamiaceae, est I’une des familles les plus importantes dans la flore Algérienne
et la plus utilisée par les thérapeutes traditionnels. Les espéces de cette famille sont réputées
actives grace aux composés bioactifs qu’elles referment (Kechar et al., 2016). La famille des
lamiacées est I’'une des familles les plus utilisées comme source mondiale d’épices et
d’extraits a fort pouvoir antimicrobien et antioxydant (Bouhdib et al.,2006).

Les Lamiaceae (Labiatae) comprennent environ 260 genres et 7000 especes largement
distribuées dans la région méditerranéenne (Mechergui et al., 2010). Le genre Origanum est
riche en plantes économiquement importantes (Giani et al., 2007).

Tous les origans renferment en quantité variable d’une huille essentielle fortement aromatique
(Garland ;1980). L’importante activité de 1’huile essentielle d’Origanum glandulosum est due
a sa richesse en phénols (Bendahou et al., 2008).

La qualité et la quantité¢ de ’huile extraite varient selon la génétique de la plante, stade
végétatif, les procédes d’extraction et surtout les conditions de [’environnement
(Padulosi,1997).

Les travaux sur les huiles essentielles sont multiples mais malheureusement le rendement est
en général faible. L’hydrolat qui est obtenu lors de la distillation par entrainement a la vapeur
d’eau des fleurs, feuilles ou rameaux des plantes aromatiques, contient de faibles traces
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Introduction

d’huiles essentielles ainsi que les molécules hydrosolubles emportées par la distillation. Etant
donné la faible quantité de produits actifs et 1’extraordinaire pouvoir thérapeutique des
hydrolats, nous pensons que la partie informative de I’eau passée a travers la plante joue un
role non négligeable

Les hydrolats peuvent avoir des activités thérapeutiques et peuvent cordonner des principes
actifs (4% molécules de 1’huile essentielle) (Heitz ., 2017).

Cependant Les études concernant la bioactivité des hydrolats sont peu nombreuses en
comparaison avec celles réalisees sur les huiles essentielles. Malgré la ressemblance directe
entre les hydrolats et les huiles essentielles correspondantes d’un point de vue chimique,
(Carlini et al., 1983).

Dans ce contexte nous nous somme intéressées a étudier les activités antimicrobienne et
antioxydante de 1’huile essentielle et de I’hydrolat de la partie aérienne d’une éspéce du genre
Origanum : Origanum glandulosum dans un but d’orienter une exploitation économique en
utilisant ces deux extraits.

Nos objectifs sont :
- Extraction de I’huile essentielle et récupération des hydrolats.
- Recherche des métabolites secondaire par le screening phytochimique.

- Etude de I’activité antioxydante de 1’huile essentielle et de 1’hydrolat d’origanum
glandulosum.

- Etude de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et de 1’hydrolat d’origanum
glandulosum.

Notre travail est réparti en deux parties :

0,

% Une partie relative a 1’é¢tude bibliographique des extraits de la plante origanum
glandulosum, et une étude sur la plante elle-méme.

R/

¢ Une autre partie réservée a I’étude expérimentale.
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Chapitre 1: Partie Bibliographique

1- Les huiles essentielles :
1-1 Définition :

Les huiles essentielles appelées aussi essences végétales sont des mélanges naturels
complexes de métabolites secondaires (substance aromatique) lipophiles, volatils, et souvent
liquides ; produites par plusieurs plantes et présentes sous forme de minuscule gouttelettes ;
elles sont synthétisés et stockés dans certains tissus végétaux spécialisés, responsables de
I’odeur caractéristique de la plante et qui sont obtenues a partir des feuilles, de graines, de
bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits, mais
¢galement a partir de gommes qui s’écoulent du tronc des arbres. Elles sont isolées par
hydrodistillation ou par expression mécanique. Le terme « huile » s’explique par la propriété
que présentent ces composée a se solubiliser dans les graisses par leur caractére hydrophobe
(pardini 1996).

1-2 Activités biologiques :
1-2-1 Activité antimicrobienne :

- Activité antibactérienne : Bien que les effets antimicrobiens des huiles essentielles soient
bien établis, le mécanisme d’action de tels composés est mal compris (Lambert et al., 2001)
mais il semble probable que les terpénoides et les phénylpropanoides agissent au niveau de la
membrane cellulaire des bactéries en provoquant sa dislocation (Cowan, 1999 ; Calsamiglia
et al., 2007). L'activité est due a la nature hydrophobe des hydrocarbures cycliques, qui leur
permet d'agir avec la membrane cellulaire en s'accumulant dans la bicouche lipidique. Cette
interaction engendre des changements conformationnels de la structure membranaire, en
provoquant sa fluidification et sa dilatation. La déstabilisation de la membrane a pour
conséquence la fuite des ions a travers la membrane cellulaire qui diminue ainsi le gradient
ionique. Dans la plupart des cas, les bactéries peuvent équilibrer le gradient et cela, en
employant des pompes ioniques et la mort cellulaire ne se produit pas, mais les énergies
détournées pour faire fonctionner celles-ci ralentissent la croissance cellulaire. En général,
I'activité antimicrobienne est due aux hydrocarbures cycliques et aux phénols telles le thymol
et le carvacrol dont lesquels les groupements hydroxyle et les électrons forment des
interactions avec de l'eau en établissant des ponts hydrogéne comme site actif qui les rend
actifs contre les micro-organismes. Un autre mécanisme alternatif a été proposé et qui admet
que le groupement hydroxyle des phénols réagit en tant que porteur transmembranaire des
cations monovalents et protons (Calsamiglia et al., 2007).

L’action des huiles essentielles sur la prolifération microbienne se fait a travers 1’altération de
la perméabilité membranaires des bactéries en perturbant les systémes de transport ionique ; le
transport des €lectrons et la production de I’énergie. Le mode d’actions de 1’huile essentielle
dépend du type de microorganisme .En général bactérie GRAM négative sont plus résistantes
que les GRAM positive grace a la structure de leur membrane interne. Ainsi la membrane
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extérieur des GRAM négative est plus riche en lipopolysaccharides la rendant plus
hydrophile, ce qui empéche les terpénes hydrophobes d’adhérer (Cristhani et al., 2007).

- Activité antifongique : Le pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes
aromatiques a été mis en évidence par de nombreux auteurs contre les moisissures
allergisantes (Billerbeck et al., 2002) et contre les champignons pathogenes et opportunistes
tel que Candida albicans (Teixeira, 2005).

- Activité antivirale : Les virus sont géneralement fortement sensibles aux molécules
aromatiques des huiles essentielles tell que les monoterpénols et les monoterpénals. De
nombreuses pathologies virales séveres traitées avec des huiles essentielles ont montré des
améliorations importants (Schuhmacher et Reichling, 2003).

1-2-2 Activité antioxydante :

Plusieurs réactions biologiques, requises pour le fonctionnement normal de I'organisme, se
déroulent dans les cellules et les tissus du corps. Ces réactions provoquent souvent la
génération d'espéces avec des électrons non appariés appelés radicaux libres. Ces radicaux
libres comprennent les espéces réactives oxygénées (ERO), les espéces réactives d'azote
(ERN) et les espéces réactives de soufre (ERS) (Taofiq et al., 2016).

Le corps a généralement des mécanismes pour équilibrer la production des ROS et la
neutralisation au moyen de son pool antioxydant intrinséque, mais la plupart du temps, elle
peut s'affaiblir en raison de la production excessive des ROS, induisant le stress oxydatif
(Moreno et al., 2016).

Les antioxydants sont des composés qui peuvent inhiber ou retarder I'oxydation des lipides et
d'autres biomolécules, en bloguant Il'initiation ou la propagation des réactions en chaine
oxydante (Wollinger et al., 2016). Ces réactions peuvent causer des dommages fonctionnels
au corps humain, comme le cancer ou les maladies cardiovasculaires. Les antioxydants
peuvent empécher ce processus en raison de leurs propriétés redox comme le comportement
réducteur, le don d'hydrogene (Moreno et al., 2006). lls peuvent étre classés en deux groupes
selon le niveau de leur action : les antioxydants primaires et les antioxydants secondaires
(Cillard et al., 2006).

Activité et Mode d’action d’un antioxydant :

D’une maniere générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneurs d’atome d’hydrogeéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérives de phénols
(Zielinski et al., 2012). En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait
de la délocalisation par résonnance et par manque de position appropriées pour étre attaqué
par I’oxygene moléculaire (Cillard et al., 2011).
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Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant
les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier
ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.
D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec
un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras .tandis
que d’autres antioxydants absorbent 1’énergic excédentaire de 1’oxygene singulet pour la
transformer en chaleur (Cillard et al., 2006).

1-3 Localisation :

Les essences sont synthétisées par les végétaux supérieurs plus précisément extraites de deux
types de plantes : les agrumes et les plantes aromatiques et médicinales. 1l y aurait environ 17
500 especes aromatiques réparties dans une cinquantaine de familles dont les Lamiaceae, les
Asteraceae, les Rutaceae et les Lauraceae; aussi bien représentées par la classe des
gymnospermes que celle des angiospermes (Roux et al 2007).

Les huiles essentielles sont des sécrétions naturelles élaborées par le végétal et contenues dans
les cellules ou parties de la plante, notamment les bourgeons(cassis), les fleurs (rose),
sommités fleuries (lavande), écorces (cannelier), les feuilles (citronnelle) , les racines (iris),
les fruits (vanillier), bulbes (ail), rhizomes (gingembre), graines (muscade), les tiges, les
rameaux, les cavités, les canaux, les cellules, épidermiques ou les trichomes glandulaires
...etc.

Seules les parties sécrétrices ou les plus concentrées de la plante sont récoltées a la période de
rendement optimum : avant la floraison (menthe), pendant (lavandes) et apres celle-ci (plantes
a graines) ou encore apres la rosée du matin (fleurs fragiles) (Salle 1991).

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des structures histologiques ou glandulaires spécialisées, situées
en surface de la cellule et recouvertes d’une cuticule (Deysson 1978).

1-4 Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de trés faible masse
moléculaire (Degryse et al., 2008). Elles sont liquides & température ambiante mais aussi
volatiles, ce qui les différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans
les solvants organiques usuels ainsi que dans 1’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais treés
peu solubles dans 1’eau (Couic-Marinier et al., 2013).

Elles présentent une densité en général inférieure a celle de 1’eau et un indice de réfraction
élevé (Desmares et al., 2008). Elles sont pour la plupart colorées : ex : rougeétre pour les
huiles de cannelle et une variété de thym, jaune pale pour les huiles de sauge sclarée et de
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romarin. Elles sont altérables et sensibles a I’oxydation ; Par conséquent, leur conservation
nécessite de I’obscurité et de I’humidité (Couic-Marinier et al., 2013).

1-5 Composition chimique des huiles essentielles :

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s'agit de mélanges
complexes et éminemment variables de constituants appartenant exclusivement a deux
groupes caractérises par des origines biogénétiques distinctes : les composes terpéniques tels
que les monoterpenes et terpénes sesquiterpéniques ;et les composés aromatiques dérivés du
phénylpropane, beaucoup moins fréquents comme 1’alcool cinnamique. Elles peuvent
également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des
constituants non volatils comme les acides, alcools, aldéhydes, esters, etc) (Bakkali et al.,
2008 ; Couic-Marinier et al., 2013).

1-6 Procédé d’extraction :

De tous temps, on connait les vertus des «essences de plante» et on s’efforca des les extraires
depuis la plus haute antiquité. C’est vers le 13°™ siécle, en Europe, plus précisément dans le
Sud de la France, au royaume des parfums, que 1’on a commencé a explorer diverses
méthodes d’extraction de ces huiles volatiles (France-lda, 1996). Connaissant mieux les
constituants des huiles, des techniques se sont développées visant a optimiser la qualité de
I’huile tout en maintenant un rendement intéressant. La distillation est de loin, le procéde le
plus utilisé pour I’extraction des huiles essentielles.

L’hydrodistillation:

Distillation a 1’eau ou « hydrodistillation » dont le matériel végétal est en contact direct avec
I’eau. Lorsque le végétal est broyé on parle de turbo distillation.

Selon Bruneton (1999) , I’hydrodistillation consiste a immerger directement le mateériel
végétal a traiter (intact ou éventuellement broy¢) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite
porté a ¢ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur une surface froide et 1’huile
essentielle se sépare par différence de densité. Les inconvenients de cette méthode sont : la
calcination du matériel végeétal, ce qui entraine une modification de la composition et des
caractéristiques chimiques de I’huile essentielle, La non maitrise de la température du
récipient contenant le mélange (eau + organes végétaux) et la modification de 1’odeur, de la

couleur et de la composition de I’huile essentielle au cours de la distillation (Chalchat et al.,
1997).
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Cette meéthode est généralement utilisée en cas des huiles essentielles dont les constituants
chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisée dans I’extraction des huiles a partir des
feuilles et des fleurs fraiches ou séchées. Parmi les huiles extraites par cette méthode, on cite
I’huile de menthe, de myrte et de I’herbe a citron.

réfrigérant 3 eau

lavande

\
S s

i bécher

Figure 01 : Appareillage utilisé¢ pour I’hydrodistillation de I’huile

2- Les hydrolats :
2-1 Definition :

Le nom d’hydrolat vient du grec hydro (eau) et du latin lac (lait), en raison de son apparence
légérement laiteuse dans les instants suivant la distillation Fontaine., (2017). Les hydrolats
sont obtenus lors de la distillation par entrainement & la vapeur d’eau des fleurs, feuilles ou
rameaux des plantes aromatiques. Au refroidissement, la vapeur d’eau chargée des molécules
aromatiques va donner deux produits bien distincts. Le premier plus léger que I’eau flotte a la
surface : c¢’est ’huile essentielle. Le deuxiéme, plus lourd, reste au fond du récipient : c’est
I’hydrolat aromatique. C’est donc de 1’eau distillée chargée de molécules aromatiques
hydrosolubles (moins de 5%). C’est un produit naturel dont les propriétés thérapeutiques sont
complémentaires de celles des huiles essentielles. Le terme d’eau florale désigne des
hydrolats aromatiques obtenus a partir de fleurs. mais certaines plantes sont utilleés
uniquement pour la fabrication d’hydrolat (bleuet, hamamélis par exemple) (Heitz., 2017).

Certains hydrolats sont utilises depuis des siecles dans des préparations cosmetiques,
thérapeutiques et culinaires: les hydrolats de rose, de fleur d'oranger, de lavande et de fleurs
de bleuets sauvages en sont des exemples. Certaines plantes sont distillées uniquement pour
leur hydrolat comme par exemple Hamamelis virginiano L. dont le distillat de feuilles et de
rameaux floraux est un composant fréquent de produits dermatologiques grace a ses
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propriétés désinfectantes et astringentes (Bremness,1996) .Le principal marché des hydrolats
se situe dans le domaine des cosmétiques et des ardmes alimentaires.

Malgré cet engouement, les chercheurs ne s'y intéressent que trés peu. Il existe donc un réel
manque de données scientifiques dans ce domaine. Pourtant, la faible toxicité et la nature
chimique des hydrolats en font un produit original, intéressant a étudier comme en témoignent
les rares publications parues a leur sujet. Les études pharmacologiques realisees présentent en
effet des résultats tres prometteurs.

2-2 Activités biologiques des hydrolats :

Les études concernant la bioactivité des hydrolats sont peu nombreuses en comparaison a
celles réalisées sur les huiles essentielles. Malgreé la ressemblance directe entre les hydrolats et
les huiles essentielles correspondantes d’un point de vue chimique. Carlini et al., (1983) ont
observé que l’effet psychopharmacologique de 1’hydrolat obtenu des graines de Licaria
puchury-major n’est pas en relation avec le contenu moléculaire de I’huile essentielle
correspondante.

Souza et al. (2007) ont mis en évidence la bioactivité de 1’huile essentielle et 1’hydrolat du
bois et des branches de Aniba duckei sur les larves de Artemia franciscana. L’huile essentielle
avec une concentration de 2 mg/ml et ’hydrolat & 25% entrainent tous deux une mortalité de
100%. Le linalool présent a 0.09% dans ce dernier, serait d’apres les auteurs, responsables de
cette activité biologique. La croissance d’Alternaria mali et Botrytis cinerea est inhibée avec
différentes concentrations d’huile essentielle et hydrolat de Satureja hortensis, plante sauvage
de Turquie. Cette étude montre des résultats convaincants avec 10% d’hydrolat sur Botrytis
cinerea et 15% sur Alternaria mali (Boyraz & Ozcan 2006).

2-3 Composition des hydrolats :

Les hydrolats contiennent en petite quantité des composés volatils semblables a ceux présents
dans I'huile essentielle ainsi que des composes solubles dans I'eau non retrouvés dans I'huile.
La composition des hydrolats s'éloigne donc de celle des huiles: les molécules oxygénées
hydrophiles s'y trouvent en grandes quantités alors que les composés lipophiles comme les
hydrocarbures terpeniques sont la plupart du temps quasi absents. Certains hydrolats
présentent une plus grande proportion de molécules lipophiles comme ceux de Mentha
piperita ou Melissa officinalis .

Pour pouvoir effectuer I'analyse de la composition chimique des hydrolats par GC-MS, il est
nécessaire de « concentrer » I'nydrolat avant I'injection, en procédant a une extraction liquide-
liquide avec un solvant organique tel que le chloroforme. A titre d'exemple, on a constaté les
différences entre la composition de I'huile essentielle et celle de 1'hydrolat d’Origanum
compactum. Au total, 29 composés ont été détectés et identifiés dans I'huile essentielle et
seulement huit dans I'hydrolat. Ces huit composés sont également présents dans I'huile
essentielle: il n'y a donc pas, dans ce cas, de composés spécifiques a I'hydrolat.
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2-4 Utilisation :

Les hydrolats sont utilisés dans 1’industrie alimentaire et cosmétique. C’est le cas par
exemple de I’eau de rose et I’eau de fleur d’oranger utilis€ées non seulement pour le soin de la
peau ou dans la préparation de gateaux et boissons. Les hydrolats aromatiques contenant
beaucoup moins de molécules aromatiques que les huiles essentielles sont plus doux et ne
nécessitent pas les mémes précautions d’usage. L’hydrolat n’a pas la méme composition
biochimique que I’huile essentielle de la méme plante. Il ne posséde pas nécessairement les
mémes vertus thérapeutiques. 1ls peuvent étre facilement utilisés par voie buccale, par voie
locale en spray sur une muqueuse, par voie cutanée (visage, corps, cheveux). En cosmétique
ils serviront de lotion nettoyante ou tonifiante, Yaan et Hay (2015).

L’hydrolat contient de faibles traces d’huile essentielle ainsi que les molécules hydrosolubles
emportées par la distillation. Etant donneé la faible quantit¢ de produits actifs et
I’extraordinaire pouvoir thérapeutique des hydrolats, constaté particulieérement en élevage de
chévre, nous pensons que la partie informative de 1’eau passée a travers la plante joue un réle
non négligeable, (Heitz ,2017).

Page 11






Chapitre 1 : Partie Bibliographique

1- La famille des lamiacée :

La famille des Lamiaceae (labiées) du latin labia (lévre) signifiant que les fleurs ont une
forme caractéristique a deux lévres (Naghibi et al.2005 ; couplan 2000), est une famille
importante appartenant aux angiospermes dicotylédones, qui comprend prés de 7000 espéce
répartie en 250 genres plus ou moins cosmopolites, mais particulierement répandues depuis le
bassin méditerranéen jusqu’en Asie centrale (Botineau 2010 ; Matin 2014).

Dans la flore de 1’Algérie, les Lamiaceae sont représentées par 28 genres et 146 especes,
certains genres sont de détermination délicate en raison de la variabilité extréme des espéces
(Quezel et Santa 1962).

Un tres grand nombre de genre de la famille des lamiaceae sont riches en huiles essentielles,
ce qui leur confére une importance économique et thérapeutique mais aussi, en composés
phénoliques, tanins, flavonoides, iridoides glycolysés, quinones, coumarines, terpénoides,
saponines et dans certains cas, des pyridines et des alcaloides pyrolidiniques (Kuklinski
2000 ; Naghibi et al .2005).

2- La plante d’Origanum glandulosum :
2-1 Généralité :

Le genre Origanum comporte environ 38 espéces qui sont répandues dans la région
Méditerranéenne, Euro sibérienne et Irano Sibérienne. Cependant, la plupart des espéces,
environ75%, sont concentrées dans le pourtour méditerranéen, en particulier dans les régions
méditerranéenne de I'Est (Sahinetal.,2004). L’éspéce d 'Origanum glandulosum est une plante
spontanée endémique, développant en Afrique du Nord (I'Algérie et la Tunisie)
(Bendahouetal.,2008). En Algérie, il existe 2 espéces du genre Origanum : Origanum
glandulosum Desf et Origanum floribundum Munby (Quezel et Santa, 1963).

2-2 Classification botanique :
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Est montré dans le tableau suivant :

Tableaul : Selon le département d’agriculture des Etats-Unis (USDA) , I’origan se positionne
comme suit dans le régne végetale :

Régne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Sous embranchement Spermatophtina
Classe Magnoliopsida
Superordre Asteranae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae Lindl.
Genre Origanum
Espéce Origanum glandulosum Desf

2-3 Répartition géographique :

L’origan pousse surtout dans les pays méditerranéens, notamment au Maghreb, c’est le cas
par exemple de I’Origanum glandulosum et de /’Origanum floribundum. Ces deux plantes
vivaces pousse également dans de nombreux pays d’Europe et d’Asie, notamment en chine et
en Inde , (Ruberto et al 2002).

L’origan est une plante répandu en Algérie, elle est représentée par deux especes :Origanum
glandulosum et Origanum floribundum. Cette derniére est d’ailleurs une espéce endémique en
Algérienne (Quzel et santa 1963). Le tableau indique la localisation des deux especes :

Tableau 2: 1a répartition géographique des deux espéces d’origan en Algérie

Espéce Localisation et caracteristique

Origanum glandulosum Desf Commune dans tout le tell. Endémique
Algéro-Tunisiene pousse dans les garrigues
et broussailles.

Origanum floribundum Mumby Pousse en paturage et surtout en montagne.
Espece rare dans le sous secteur du littoral et
le secteur du Kabylie. Endémique d’Algérie.
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2-4 Description botanique :

L’origan est une plante herbacée vivace ou sous-ligneuse, a la base. de 30 a 90 centimétres de
hauteur, au feuillage et aux fleurs trés odorants quand on les froisse. Elle est ainsi
reconnaissable a son odeur et a sa saveur phénolée, épicée et chaude. elle représente des tiges
dressées, carrées souvent rougeéatres, velues portant une quarantaine de branches a feuilles
vert foncé, petites et ovales élargies a la base, entiére, pétiolées, opposées; Celles-ci
possedent des glandes sécrétrices sessiles non apparentes. Les inflorescences sont en épis ;
eux-mémes reunis en inflorescences composées en panicules. Les fleurs blanches ou rose sont
trés petites insérées a 1’aisselle de bractées rougeatres plus longues que le périanthe a calice
tubuleux a 5 dents égales gamosépale et a crolle a 2 lévres, dont la supérieure est dressée,
bilobée ; presque plane et I’inferieur trilobée ; gamopétale ; 4 étamines saillantes a antheres
pourpres fruits sous la forme d’akenes, plantes trés aromatiques (Richard,1992 ; Baba Aissa,

2011 ;Quzel, et al, 1963).
i b1

A : Tiges dressées de 'origan en mois de Janvier 2008

bl. b2 : Tiges et feuilles de Forigan

C1, C2: Origan en période de floraison (Juin 2008)

C3 : Origan en période post-floraison (fin Juin- Juillet 2008)

Figure 02 : Caractéristiques botaniques d’ Origanum glandulosum

(Bendahou et al; 2008)
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2-5 Utilisation traditionnelle :

En raison de la variabilité de la composition chimique, les plantes d'Origanum sont largement
utilisées comme herbe culinaire, pour aromatiser les produits alimentaires et les boissons
alcoolisées et pour leurs propriétés pharmacologiques, y compris les activités
antibactériennes, antioxydantes, antithrombines et antinyperglycémiques (Khalfi et al., 2008).

Les préparations a base d’origan sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter diverses
maladies en tant que substance antispasmodique, antimicrobiennes, expectorantes (fluidifiant
les sécrétions bronchiques), elle sont également efficaces contre les troubles digestifs et les
problémes menstruels (Sahin et al., 2004).L’origan est un antitussif, aromatique, calmant et
sédatif (I’origan excite d’abord, puis calme le systéme nerveux) .II est aussi employée la
plupart du temps comme plante médicinale contre la coqueluche, la toux, la fievre et la
bronchite (Belyagoubi, 2006 ; bendahou et al., 2008).

L’origan est recommandé en cas de manque d’appétit, d’aérophagie, de bronchite chronique,
de toux d’irritation, d’asthme, d’absence de regles, action antalgique, et parasiticide, utile
contre la pédiculose, les rhumatismes et la cellulite (Dellile, 2007).

L’huile essentielle d’origan posséde un effet antiseptique, et Iégerement tonique et digestive.
Elle provoque la menstruation, apaise les nerfs, soulage les maux de téte et de dents, elle aide
aussi a lutter contre les insomnies.

L’origan est aussi un anti-inflammatoire, antispasmodique expectorant, diurétique et
sudorifique (Yakhlef, 2010).

2-6 Métabolites secondaire de I’espéce :
- Les terpenes :

Tous les origans renferment en quantité variable d’une huille essentielle fortement aromatique
(Garland ;1980). En moyenne, on extrait environ 1,8% d’huiles essenticlles a partir des
feuilles et des sommités fleuries. Cepandent, la qualité et la quantité de I’huile extraite varient
selon la génétique de la plante, stade végétatif, les procédes d’extraction et surtout les
conditions de I’environnement (Padulosi,1997).

Le carvacrol est géneralement de composé majoritaire de 1’huile essentielle d’origan (35 a 74
%) (Ultee et al ;1999, Azoudj,1999). Mais dans certains cas le thymol (isomére du carvacrol)
I’importe (Ruberto et al ;2002, Chikhoune,2004, Fadli et kessi,2005).

Thymol, carvacrol, p-cymene et y-terpinéne sont les principaux composants des huiles
essentielles d'Origanum glandulosum (Mechergui et al., 2016).
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L’importante activité de I’huile essentielle d’Origanum glandulosum est due a sa richesse en
phénols (carvacrol et thymol.....) (Bendahou et al., 2008).

- Les polyphénols totaux :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires trés répandues dans les plantes médicinales

dont leurs teneur est variable entre les différentes espéces. Ce sont des potentiels agents
antimicrobiens (Xia et al., 2010). L’origan est une herbe aromatique importante, riche en
composés phénoliques avec une forte activité antioxydante et antibactérienne (Sagdic et
Ozkan, 2003 ; Capecka et al ., 2005). Les principaux acide phénoliques présents dans
|'Origanum glandulosum sont . Acide ferulique , Acide ursolique , Acide rosmarinique,
Acide caféique, et Acide p-Coumarique ( Spiridon et al., 2011).

- Les flavonoides :

Les flavonoides sont un groupe de produits naturels tres importants pour leurs activités
médicinales et biologiques. Ce sont des agents antioxydants et antimicrobiens (Granados —
Covarrubias et Maldonado, 2009). Selon Skerget et al., (2005), le genre Origanum posséde
des flavonoides avec teneurs variables a savoir la quercetine, I’apigenine et la myricetine.

- Les tanins :

Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes médicinale présentant un grand
intérét médical, plus particulierement les proanthocyandines, en raison de leur puissant
pouvoir antioxydant (Oszmianski et al., 2007). L Origanum vulgare L contient des tanins dont
une teneur estimée a 2,53 mg / g de proanthocyanidines (Hadi, 2004).
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Notre travail a duré deux mois de début d’Avril jusqu’a la fin de Mai :

- L’extraction de I’Huile essentielle, I’analyse phytochimique et I’activité antioxydante
ont été réalisé niveaux du laboratoire de recherche des plantes aromatique et
médicinale de I’université saad dahleb blida-1

- L’activité antibactérienne a été effectuée au niveau de 1’aboratoire de microbiologie de
la société d’Abdi Ibrahim remede pharma.

1- Matériel :
1-1 Matériel végétal :

Notre matériel végétal est composé par la partie aérienne (les feuilles, les fleurs et les
rameaux) de 1’origan : Origanum glandulosum.

L’identification de I’espéce a été faite en se basant sur les critéres cités par Baba aissa (2011)

Des échantillons de la plante ont été récoltés au niveau de la région de Miliana (Djbal Zakar)
de la wilaya d’Ain Defla. IIs ont été nettoyé€s et séchés a 1’abri de la lumiére et conservés dans
des sacs propres jusqu’au moment d’extraction.

1-1-1 Description de la zone de récolte (figure 1) :

Djbal Zakar (du berbére azaikour, qui signifie «sommet »), est constitué par un relief
montagneux qui s’étend sur la partie sud du massif de I’ Atlas littoral et culmine a une altitude
de 1554 metres. Cette région qui surplombe la plaine du haut Chéliff au nord, jouit d’un
climat méditerranéen caractérisé par des étés chauds et secs et des hivers doux et pluvieux. Il
est situé au nord de Miliana, qui est batie sur ses flancs. Le faite du mont est orienté est-ouest,
il domine d'un coté le Chélif et Tipaza de l'autre coté, représentant une entité géographique
d’une superficie qui avoisine les 90km2( Azzaz et al.,2016).
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Figure 03 : Représente une vue de notre zone de récolte djbel zaccar

1-2 Souches microbiennes :

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle étudiée a été testée sur 07 microorganismes
pathogenes (5 bactérie, 1 levure, 1moisissure) ( tableaul).

Ces souches ont été fournies par le responsable du laboratoire de microbiologie de la société
d’Abdi Ibrahim reméde pharma. Le choix de ces souches a été porté sur la base de leurs
importances dans le domaine clinique (Infections...etc.).

Tableau 3 : les différentes souches microbiennes utilisées.

Les microorganimes Famille
Bacillus subtilis + Bacillaceae
Staphylococcus aureus + Staphylococcaceae
Pseudomonas aeruginosa - Pseudomonadaceae
Salmonella typhimurium - Enterobactériaceae
Escherichia coli - Enterobactériaceae
Candida albicans Saccharomycetaceae
Aspergilus brasiliensis Trichocomaceae
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2- Méthodes d’étude :
2-1- Extraction des huiles essentielles :

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par hydrodistillation en utilisant un appareil de
type Clevenger (figure 2), 50 g de matiere végétale seche ont été mis dans un ballon en verre a
fond rond, additionné d’une quantité d’eau distillée (600ml), puis chauftée, 1’huile essentielle
a été entrainée par la vapeur d’eau. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant, le liquide
recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile essenticlle a la surface. Aprés repos
du liquide, I’huile se sépare de 1’eau par différence de densité. L’huile essentielle a été
récupérée dans des épendorf enveloppés dans du papier aluminium pour éviter le contact a la
lumiére et mis au réfrigérateur a 4°C .I’hydrolat a été aussi récupéré et mis dans des flacons
opaque et conserve dans le réfrigérateur jusqu'a utilisation.

2-2 Calcul du Rendement :

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile
essentielle obtenue aprés 1’extraction et la masse de la mati¢re végétale utilisée (AFNOR,

1986). Le rendement (R) est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule suivante:
RHE = (MHE / Ms).100

R : rendement

MHE : la masse d’huile essentielle en g.

Ms : la masse de la matiére végeétale en g.

2-3 Screening phytochimique :

Les parties aériennes des plantes sont soumises a des tests pour détecter de fagcon qualitative
les principales familles de produits naturels qui peuvent se trouver dans I'échantillon. La
détection de ces familles constitue le screening ou criblage phytochimique.

Les tests sont basés sur des réactions de précipitation ou de complexation avec formation de
complexes insolubles et colorés. La coloration observee est provoquée par 1’utilisation d'un
réactif approprié. Elle est due généralement a la formation d'une conjugaison ou d'une
insaturation dans une molécule.
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Le but de ces tests est de connaitre la composition en métabolites secondaire, ils ont été
effectués soit sur la poudre du broyat, soit sur I’infusé d’Origanum glandulosum (Bouyer,
1996).

Préparation de I’infusé :

A 10g de poudre végétale, sont ajouter 100 ml d’eau distillée bouillante, la laisser infuser
pendant 15mn avec agitation de temps en temps, apres filtrer.

Identification de quelques métabolites secondaire :
Les anthocyanes :

A 5 ml d’infusé sont ajoutés quelques gouttes d’ammoniaque '2 a. L’apparition une couleur
rouge indique la présence d’anthocyanes.

Les tanins :

A 5 ml de I’infusé,sont ajoutés quelques gouttes d’une solution de FeCl3 a 5 %.
La réaction donne une coloration bleue noir en présence des tanins.

Les tanins catéchiques :

15ml d’infusé, sont additionnés a 7 ml de réactive de stiasny (10 ml de formol a 40% et 5 ml
d’HCL concentré¢).

La réaction donne une coloration rouge en présence des tanins cathéchiques.

Les tanins galliques :

A 5 ml d’infusé, sont ajoutés2g d’acétate de sodium et quelque gouttes de FeCl3.
La réaction donne une coloration bleue foncée en la présence des tanins galliques
Flavonoides :

A 5 ml d’infusé, sont additionnés 5 ml d’HCL, un coupeau de Mg et 1ml d’alcool
isoamylique.

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

Introduire 1g de poudre végétale dans un tube a essais, ajouter 10ml d’acide sulfirique (10%)
agiter énergiquement pendant 2 mn et filtrer ajouter 2 gouttes du réactif de Dragendorff.

Reésultats : apparition d’un précipité rouge orangé.
Les glucosides :
A 2g 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 1 ml de I’infusé dans un tube et on lui ajoute Sml d’éthanol absolu, 1’obtention
d’une précipitation floconneux indique la présence des mucilage.

2-4 Evaluation de I’activité antioxydante :

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles étudiées a été testé par la méthode qui utilise le
DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) comme un radical libre relativement stable (Wollinger
etal., 2016).

+ Antioxydant-OH l + Antioxydant-O*

Ne NH
ON l _NO, ON__ i NO.
DPPH (violet) DPPH-H (jaune)

Figure 4 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Attou, 2004)

La mesure de la décroissance de la coloration violette au cours du temps permet de déterminer
I’IC50, temps au bout duquel 50% de coloration est perdue, généralement interprétée sur la
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base de la quantité d’un antioxydant nécessaire pour faire diminuer de 50% la quantité initiale
de DPPH (IC50). Le résultat est déependant de la concentration en DPPH initiale. En ramenant
par exemple les résultats a un équivalent de vitamine C.

Mode opératoire :

L’activité antioxydant in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical
DPPH (1-1 Diphenyl-2-picryhydrazyl) selon la méthode décrite par (Bruits et Bucar2000).

-Préparation de la solution DPPH :

La solution de DPPH a été préparée par solubilisation de 4mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol, puis conservé a 1’abri de la lumiére dans un flacon opaque pour empécher sa
dégradation. L’acide ascorbique a été utilisé comme controle positif, il a été également
analysée aux méme concentrations pour la comparaison .

50ul de chacune des solutions méthanoliques de la vitamine C sont mélangées avec 5Sml d’une
solution méthanolique de DPPH (0.004%)

Contréle négatif : 50ul méthanol+5ml de solution mére pour la préparation des différentes
dilutions des huiles essentiels.

Aprés une période d’incubation de 30minute & une température ambiante de laboratoire,
I’absorbance est lue a 517nm. On détermine la cinétique de la réaction et les parametres de
calcul de I’activité antioxydant pour I’acide ascorbique et pour 1’huille essentielle d’origanum
glandulosum (pourcentage d’inhibition, I’index IC 50).

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé par la formule suivante :
pourcentage d ' inhibition % = [(A blanc — A échantillons) / A blanc] x 100

Ou:

A blanc : absorbance du blanc (méthanol).

A échantillon : absorbance du composé d’essai.

2-5 Evaluation de P’activité antimicrobienne :
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L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle et de I’hydrolat évaluée sur sept souches
microbiennes (bactéries et champignons), a été réalisée par la méthode d’aromatogramme par
diffusion, le pouvoir antimicrobien a €ét¢ obtenu par la mesure (en centimétre a 1’aide d’un
pied a coulisse) des diamétres des zones d’inhibitions (D) pour les bactéries et les
champignons.

Mode opératoire :

La méthode de diffusion sur disques en milieu gélosé est utilisée pour la détermination de
I’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des hydrolats selon la méthode décrite par
Gulluce et al. (2007) avec de légeres modifications.

Ensemencement :

Dans des boites de Pétri, le milieu de culture gélosé TSA en surfusion est coulé aseptiquement
a raison de 15 ml par boite. Apres la solidification, un écouvillon stérile imbibé avec de la
suspension bactérienne fraichement préparée est étalé a la surface de la gélose a trois reprises,
en tournant la boite a environ 60° aprés chaque application sans oublier de faire pivoter
I’écouvillon sur lui-méme et finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie
de la gélose dans le but d’avoir une distribution égale de 1’inoculum. On laisse sécher les
boites sous hote pendant 15 a 20 min.

Dépdt des disques :

- Des disques de papier filtre stérilisés de lcm de diametre (Whatman) imprégnés d’un
volume de 5 pl d’huile essentielle d’Origanum glandulosum sont déposés a la surface de la
gélose a 1’aide d’une pince bactériologique stérile puis - des boite de pétrie ensemencer avec
chacune des souches testé dans le milieu TSA sont utilisé comme controle négatif.

Incubation :

Toutes les boites de Pétri sont scellées avec du parafilm stérile pour éviter I'évaporation
éventuelle des huiles essentielles. Elles sont maintenues a 4 °C pendant 2 heures, puis
incubées a 32 °C pendant 24 heures pour les bactéries et 22°c pendant 48h pour les
champignons. Apres I’incubation la lecture a été réalisé apres mesure des diametres des zones
d’inhibition de la présence ou I’absence de zone claire autour des disques.

Ces résultats ont été comparés a des témoins négatifs pour chague souche dont on a observe
un tapis bactérien.

- L’¢chelle de I’estimation de I’activité¢ antimicrobienne est donnée par ponce, et al, (2003);
ils ont classé les zones d’inhibitions de la croissance en 4 classes :
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+«+ Non sensible/ résistant (-) : D< 8mm.
¢ Sensible (+) : 9 <D <14.
s+ Tres sensible (++) :15<D<19mm.

< Extrémement sensible (+++) : D>20mm.
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1- Rendement des huiles essentielles:

L’huile essentielle d’Origanum glondulosum obtenue par hydrodistillation est un liquide
visqueux, limpide, d’une coloration jaunatre et odeur forte.

Le rendement en huile essentielle est calculé¢ a partir du volume de I’huile essentielle par
rapport au poids du matériel végétal sec.

La moyenne du rendement d’huile essentielle d’Origanum glandumlosum est de : 2.796% +
0.108.

En comparant les rendements en huiles essentielles obtenus au cours de cette étude, avec ceux
rapportes dans la littérature ; les constats suivants ont été révélés :

Le rendement en huile essentielle pour Origanum glandulosum obtenu dans cette étude est
inferieure a celui trouvé par Bendahou et al .,(2008) pour la méme espece, récoltée dans la
région ouest de 1’Algérie, par hydrodistillation et assistée par micro-ondes(3.3% et
4.8%)respectivement .

Par ailleurs la teneur en huile essentielle d’Origanum glandulosum de trois régions de Béjaia
(kherrata,El-kseur et Teskriout ) et de 1 ;1.5 et 2.5% (v/m) respectivement (sari et al.,2006)

Selon plusieurs auteurs, 1’origine de récolte de 1’espéce, la période de récolte, I’organe de la
plante, la durée de séchage et la méthode d’extraction sont des facteurs parmis d’autres qui
peuvent aussi avoir un impact direct sur les rendement en huiles essentielles (Mechergui et
al.,2016).

Le rendement de nos résultats est plus important comparé a celui rapporté par Berrehal et al.
(2010) indiquant que les parties aériennes d’O. glandulosum récolté en période de floraison
dans la région de Jijel et de Constantine, ont une teneur en huiles essentielles de 2.0%. Méme
constatation quant aux résultats de Semra et al. (2013) avec un rendement en huile essentielle
de 2.2% de la méme espece récoltée dans la région de Zighoud Youcef (wilaya de
Constantine) en période de floraison. Nos résultats sont proches de ceux rapportés par
Sahraoui et al. (2007) dont le rendement est estimé a 2.5% pour Origanum glandulosum de la
région de Sétif.

2- Screening phytochimique :
Screening phytochimiques des huiles essentielles :

Les résultats expérimentaux du criblage phtytochimique sont mentionnés dans le tableau
suivant.
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Tableau 4 : Screening phytochimique d’Origanum glandulosum

Les métabolites secondaires

Les anthocyanes +++
Les tanins +++
Les tanins catéchiques +++
Les tanins galliques ++
Les flavonoides +++
Les alcaloides ++
Les glucosides ++
Les mucilages +

(+++):fortement présent ;(++) moyennement présent : ;(+) :faiblement présent.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence qualitative des
métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux : les tanins, les tanins catéchiques, les
tanins galliques, les anthocyanes, les , les flavonoides et les alcaloides,

les glucoside ., les mucilage sont faiblement présent.

Les travaux antérieurs sur les tests phytochimiques d’Origanum glandulosum de la région de
Boumerdes ont démontré la présence des tanins, des anthocyanes, des saponosides et des
flavonoides (Bendifallah et al., 2015).

Screening phytochimique de ’hydrolat :

Tableau 5 : screening de I’hydrolat d’Origanum glandulosum.

Les métabolites secondaires

Les anthocyanes -
Les tanins -
Les tanins cathéchiques -
Les tanins galliques -
Les flavonoides -
Les mucilages -

(+) : présence de métabolites secondaires (-) : absence de métabolites secondaires

L’étude phytochimique réalis¢ sur I’hydrolat a révélée que ce dernier est dépourvu de
métabolites secondaires cité précédemment.

Nous n’avons pas trouvé, en littérature, des résultats sur le screening phytochimique de
I’hydrolat.

Page 30



Chapitre 2 : Partie expérimentale

3- Evaluation de I’activité antioxydant :
Evaluation de ’activité antioxydant des huiles essentielles :

Les résultats de 1’activité antioxydante sont montrés dans les figures
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Figure 05 : Pourcentage d’inhibition de I’acide ascorbique, des huiles essentielles et de
I’hydrolat du radical libre DPPH.
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Figure 06 : Valeurs de I’IC50 de I’huile essentielle, de I’hydrolat et de la vitamine C

D’apres les résultats montrés dans les figures nous constatant que la capacité antioxydante de
I'huile essentielle est moins importante( IC50 =676.30 pg/ml), par rapport a I’antioxydant
synthétique de référence, la vitamine C (IC50 = 519.98ug/ml ).

Mechergui et al. (2010) ont enregistré une valeur d’IC50 de I’huile essentielle de cette méme
espéce issue de deux régions de Tunisie a 105.29 mg/L et 142.86 mg/L. Cependant une autre
étude tunisienne sur I’huile essentielle de cette plante a montré une activité antioxydante
presque similaire a (IC50 = 625 ug/ml) (Béjaoui et al., 2013).

Cette variabilité est due aux impacts des facteurs environnementaux sur la Composition
chimique des huiles essentielles. En effet, 1’¢tude des propriétés antioxydantes des
composants chimiques des huiles essentielles ont montré que les monoterpénes, tel que le
gamma-terpinéne, ont un effet antioxydant important (Ruberto et al., 2000).

Evaluation de ’activité antioxydant de I’hydrolat :

Concernant I’hydrolat les résultats obtenus ont révélé I’absence d’activité antioxydante.
L’hydrolat montrant une valeur de IC 50=957.34 ug/ml est dépourvu d’activité antioxydant
qui est nettement plus élevée que celle de la vitamine C (IC50 = 519.98ug/ml ).

Certains auteurs (Azza et ., al 2011) ont testés 1’activité antioxydante des hydrolats du thym .
Les résultats obtenues ont révélé une absence de 1’activité antioxydante montrant des valeurs
de IC 50 > 999.4 g/ml .Les hydrolats de Romarin et de Pronto Alivio, quant & eux n’ont
présenté aucune activité & 40000 puL/L ou en dega de cette concentration maximale utilisée
pour évaluer ’activité antioxydant des extraits étudiés.
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4- Evaluation de I’activité antimicrobienne :
Evaluation de P’activité antimicrobienne de I’huile essentielle :

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et de I’hydrolat est évaluée sur 7 souches:
(Pseudomonas aeruginosa ,Escherichia coli, Salmonella typhimurium ,Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans et Aspergilus brasiliensis ).

Le pouvoir antimicrobien de ces deux extraits ( huile essentielle et hydrolat) est obtenu par la
mesure du diametre des zones d'inhibition en mm. Les résultats obtenus sont représentés dans
le tableau suivant :

Tableau 6 : Moyenne des Diametres des zones d'inhibition provoquée par I’huile essentielle
d’Origanum glandulosum

Les souches Moyenne Sensibilité des souches

Pseudomonas aeruginosa 24.81+ 2.342
Bacillus subtilis 67.27+£1.775
Staphylococcus aureus 76.36+0.186

Extrémement sensible

Salmonella typhimurium  41.94+11.358
Escherichia coli 45.46+4.687
Candida albicans 48.15+2.410
Aspergilus brasiliensis 59.40+3.428

- Non sensible/ résistant (-) : D< 8mm. -Sensible (+): 9 <D <14. -Tres sensible (++) :15<D<19mm. —
Extrémement sensible (+++) : D>20mm

Les souches bactériennes gram negative ont montré une sensibilité vis-a-vis des huiles
essentielles de ’espece étudier avec des diameétres d’inhibition de 24.81+2.342 mm pour
Pseudomonas aeruginosa , 41.94+11.358 mm pour la souche Salmonella typhimurium et
45.46+ 4.687mm pour Escherichia coli

Les souches gram positives sont les moins résistantes :Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus avec des diamétres d’inhibition 67.27mm et 76.36mm respectivement. Staphylococcus
aureus, est extrémement sensible a ’huile essentielle d’Origanum glandulosum avec un
diamétre de 76.36mm. selon certains auteurs (Ponce et al., 2003) , I’huile essentielle d’origan
a un effet bactericide vis-a-vis cette souche.
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D’aprés les résultats, nous constatons que I’huile essentielle d’Origanum glandulosum
possede un effet plus important sur les bactéries a gram positives, (Staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis) que sur les bactéries a gram négatives, (Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium et Escherichia coli).

Selon une étude portée pour Bouhaddouda et al., (2015) les deux souches gram positives
(Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus) ont montrés une extréme sensibilité avec
des diamétres de zones d’inhibition de 51,83 &= 2,46mm et a 51,83+ 2,56mm respectivement.

Selon Reynolds (1996) Il semble que beaucoup d’huiles volatiles exercent une activité
importante envers les bactéries gram positive, comme il est souvent apporté que les bactéries
gram négative sont les plus résistante aux plantes a base d’huile essentielle ; La résistance des
bactéries peut étre attribuée a la présence du lipopolysaccharides dans la paroi cellulaire des
souches a gram négatives qui constitue une barriére pour 1’huile essentielle.

La croissance mycélienne des champignons (Candida albicans et Aspergilus brasiliensis) a
¢été évaluée en présence de I’huile essentielle de I’espéce étudiée.

Une inhibition de la croissance mycélienne des champignons (Candida albicans, Aspergilus
brasiliensis) a été notée en présence de I’huile essentielle d’Origan (Figures 24,29) avec des
diametres d’inhibition de48.16mm, et 59.41mm.

L’activité¢ antifongique de I’huile essentielle d’Origanum glandulosum sur 2 levures et 4
champignons a aussi été étudiée par Bendahou et al. (2008),

Les résultats affichent une bonne activité de 1’huile avec des diamétres d’inhibition allant de

20 & 34 mm.
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Evaluation de ’activité antimicrobienne de I’hydrolat :

Tableau 7 : La moyenne des Diamétres des zones d'inhibition provoquée par 1’hydrolat de la
plante d ’Origanum glandulosum

Les souches Moyenne Sensibilité des souches
Pseudomonas aeruginosa <8

Bacillus subtilis <8

Staphylococcus aureus <8

Salmonella typhimurium <8 . .

— - Non sensible (résistante
Escherichia coli <8 ( )
Candida albicans <8
Aspergilus brasiliensis <8

Non sensible ou résistante (-) = (D) < 8mm ;Sensible (+) = 9mm < (D) < 14mm ; Tres sensible (++) = 15 mm <
(D) < 19mm ;Extrémement sensible = (D) > 20mm

D’apres les resultats montrés dans le tableau, nous constatons que 1’hydrolat d’Origanum
glandulosum n’exerce aucun pouvoir antimicrobien (aucun activité inhibitrice) envers les
septs souches, nous pouvons dire, de ce fait, que toutes les souches testées sont résistantes.

Sagdic et Ozcan (2003) ont mis en évidence I’activité antibactérienne des hydrolats de
Pimpinella anisum, Cuminum cyminum, Satureja hortensis, Thymbra spicata et Origanum
glandulosum sur Escherichia coli, Staphilococcus aureus et Proteus vulgaris et d’autres
bactéries.
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Conclusion et perspectives

Dans le présent travail, nous avons a tenté¢ de contribuer a la valorisation d’une plante
aromatique trés utilisée en médecine traditionnelle algérienne pour ses vertus thérapeutiques
en évaluant 1’activité anti oxydante et antimicrobienne des huiles essentielles et des hydrolats
de I’origan.

Origanum glandulosum récoltée dans la région de khmis meliana (djbel zaccar) au stade de
foloraison a fait 1’objet d’une extraction de son huile essentielle et de son hydrolat et une
détermination du rendement de 1’huile essentielle.

Une analyse phytochimique par le test de screening a é€té réalisée sur la poudre, I’infusé et
I’hydrolat de la partie aérienne de la plante étudiée.

L’étude de 1°activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et de I’hydrolat de la plante a été
réalisée selon la méthode d’aromatogramme sur des souches bactériennes (Pseudomonas
Aeruginosa, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium Staphylococcus aureus et Escherichia
coli) et des souches fongiques (Aspergillus brasiliensis et Candida albicans).

L’¢étude de ’activité antioxydante des huiles essentielles et des hydrolats a été réalisée selon
la méthode du piégeage du radicale DPPH.

Le rendement en huile essentielle de la plante étudiée obtenue par hydrodistillation est de
2.796%=0.108

Le screening phytochimique nous a permis de révéler la présence de plusieurs métabolites
secondaires : les anthocyanes, les tanins, les tanins cathéchique, les tanins galliques, les
flavonoides, les alcaloides, les glucosides et le mucilage.

Les résultats de 1’activité antimicrobienne ont révélés une grande sensibilité des deux souches
bactériennes, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, vis-a-vis 1’huile essentielle
d’Origanum glandulosum montrant des diamétres d’inhibition fortement importantes . Les
trois autres souches bactériennes ; Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium et
Escherichia coli ; sont moins sensibles preésentant des diamétres d’inhibition plus faibles
et nettement inferieurs par rapport aux premiéres souches.

Les souches fongiques ; Aspergillus brasiliensis et Candida albicans ; sont extrémement
sensibles vis-a-vis I’huile essentielle d origanum glandulosum par rapport a 1’ensemble.

Concernant les résultats obtenus pour 1’hydrolat toutes les souches étudiées ; bactérienne et
fongiques ; sont résistantes.

L’ensemble des résultats montre qu’Origanum glandulosum est doueée d’une activité
antimicrobienne. En effet, la sensibilité¢ des souches microbiennes aux huiles essentielles
suggére leur utilisation en thérapeutiqgue comme alternative naturelle.
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Conclusion et perspectives

L’¢tude de I’activité antioxydante montre que [’huile essentielle posséde un pouvoir
antioxydant plus ou moins faible contrairement a I’hydrolat qui ne montre aucun pouvoir
antioxydant.

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour lutter contre
le phénoméne d’oxydation des aliments.

Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour évaluer l'efficacité des
extraits étudies. Notre étude doit étre complétée par :

- Caractérisations des huiles essentielles et de I’hydrolat par des analyses
chromatographiques, (CG-MS et HPLC) ce qui permet de connaitre les molécules
responsables des effets antioxydants, antibactériens et antifongiques et 1’éventuelle
synergie entre elles.

- Etude de I’efficacité de ces extraits dans le domaine alimentaire afin d'établir leur
utilité comme agents antimicrobiens ou antioxydants naturels dans la sécurité
alimentaire.
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Annexe 01
Screening phytochimique :

Screening de I’huile essentielle :

Figure07: Résultats du screening
phytochimique révélant la presence des
anthocyanes dans I’infusé d’Origanum

glandulosum

Figure08: Résultats du screening
phytochimique révélant la presence des
tanins dans 1’infusé d’Origanum
glandulosum

Figure09: Résultats du screening
phytochimique révélant la presence des
tannins galliques dans I’infusé d’Origanum
glandulosum

Figurel0: Résultats du screening
phytochimique révélant la presence des
alcaloides dans I’infusé d’Origanum
glandulosum




Figurell: Résultats du screening
phytochimique révélant la presence des
flavonoides dans I’infusé d’Origanum

glandulosum

Figurel2: Résultats du screening
phytochimique révélant la presence du
mucilage dans I’infusé d’Origanum
glandulosum

Figure13: Résultats du screening
phytochimique révélant la presence des
glucosides dans la poudre d’Origanum

glandulosum

Figurel4: Résultats du screening
phytochimique révélant la presence des
tannins cathéchiques dans I’infusé
d’Origanum glandulosum




Analyse phytochimique de I’hydrolat:

Figurel5: Résultats du screening
phytochimique révélant I’absence des

anthocyanes dans I’hydrolat d’Origanum
glandulosum

Figurel6: Résultats du screening
phytochimique révélant I’absence des tanins
dans I’hydrolat d’Origanum glandulosum

Figurel7: Résultats du screening
phytochimique révélant I” absence des
tannins galliques dans I’hydrolat
d’Origanum glandulosum

Figurel8: Résultats du screening
phytochimique révélant 1’ absence des
tannins cathéchiques dans I’hydrolat

d’Origanum glandulosum

Figure19: Résultats du screening
phytochimique révélant I’absence des
mucilages dans 1’hydrolat d’Origanum

glandulosum

Figure20: Résultats du screening
phytochimique révélant 1’absence des
flavonoides dans I’hydrolat d’Origanum
glandulosum




Annexe 02
Activité antioxydante :

Activité antioxydante de I’huile essentielle :

Figure21 :Résultats de 1’activité antioxydant des huile essentielle dans les tube a essai.

Activite antioxydante de I’hydrolat :

Figure22 : Résultats de I’activité antioxydant de I’hydrolat dans les tubes a essai.



Annexe 03

Activité antimicrobienne :

Les milieux de culture :

Le milieu de culture utilisé pour la culture des bactéries est la gélose TSA.

Pour la culture des levures et moisissures le milieu utilisé est la gélose sabouraud.
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Figure23 : Diametre des zones d’inhibition de chacune des souches étudiées.
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Figure24: Activité antibactérienne d’huile essenteille d’Origanum glandulosum testé sur

Pseudomonas aeruginosas




(c) (d)

Figure25 : Activité antibactérienne d’huile essenteille d’Origanum glandulosum testé sur
Bacillus subtilis
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Figure26 : Activité antibactérienne d’huile essenteille d’Origanum glandulosum testé sur
Staphylococcus aureus
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Figure27 : Activité antibactérienne d’huile essenteille d’Origanum glandulosum testé sur
Salmonella thyphimurium
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(c) (d)

Figure28: Activité antibactérienne d’huile essenteille d’Origanum glandulosum teste sur
Escherichia coli
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Figure29 : Activité antifongique d’huile essenteille d’Origanum glandulosum testé sur
Aspergilus brasiliensis
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Figure30 : Activité antifongique d’huile essenteille d’Origanum glandulosum testé
sur Candida albicans
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Figure31l : Activité antibactérienne d’hydrolat d’Origanum glandulosum testé sur les souches
Staphylococcus aureus , Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
et Salmonella typhimurium
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Figure32 : Activité antifongique d’hydrolat d’Origanum glandulosum testé sur les souches
Aspergilus brasiliensis et Candida albicans




