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RESUME:

Les huiles essentielles d’Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf.) Letswaart sont
extraites par hydrodistillation a partir des parties aériennes. 27 échantillons d’Origan sont
analysées par la chromatographie en phase gazeuse (GPC) et la spectrométrie de masse (CPG-
SM). 40 composants ont été entierement identifiés. Cependant, toutes les huiles ont été
caractérisées par la prédominance de quatre composants dits majeurs, le thymol (7.7 —73.1%),
le carvacrol (7.6 —72.6%), le p-cymene (1.7 -25. 8 %) et y- terpinéne (1.1 —18.7%). Les
propriétés antioxydantes d'huile essentielle d'Origan par rapport a sa composition chimique ont
¢té examinées. L'activité antioxydante a été étudiée par deux méthodes différentes. La capacité
antioxydante d'huiles a été mesurée (TBARS). Celle-ci a été comparée a celles du o-
tocophérol et BHT. Les quatre huiles (échantillons de 1998) ont été également dotées d'un
degré ¢levé d'activité a la plus basse concentration (100 ppm). Cette activité peut étre attribuée
a la teneur ¢élevée en composés phénoliques, a savoir le thymol et le carvacrol, qui caractérisent
fortement la composition de ces huiles. L'activit¢ de balayage de radical libre d'huiles
essentielles a été déterminée par le systeme 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Les teneurs
en Sc50 (concentration a 50%) étaient dans I’intervalle 33,8 — 55.7 pg/ml, représentant une
bonne efficacité antioxydante (échantillons 2002-2003). Les huiles essentielles sont également
évaluées pour leur activité antimicrobienne par la méthode des disques de diffusion et la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) contre six souches standards
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae,
Candida albicans, Candida tropicalis). Toutes les souches microbiennes utilisées (les bactéries
gram positives et gram négatives et les levures) ont montré un degré de sensibilité assez
semblable aux huiles essentielles étudiées. En outre, on a observé un niveau semblable de la
toxicité pour toutes les huiles examinées, avec des valeurs de CMI de 31.25 —125.00 du pg/ml.
En conclusion, l'addition du Tween 80 a l'huile ou a l'agar diminue nettement l'activité
antimicrobienne d'huiles essentielles contre toutes les souches microbiennes utilisées, ainsi
suggérant que l'activit¢ antimicrobienne d'huiles essentielles dépend des caractéristiques

physico-chimiques de leurs composés et également des souches microbiennes utilisées.

MOTS CLES: Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf.) Letswaart - Lamiaceae- huile essentielle- thymol-

carvacrol- activités antimicrobiennes, antioxydantes et antiradicalaires (TBARS - DPPH).



ABSTRACT

Essential oils extracted by hydrodistillation from the aerial parts of 27 samples of
Algerian Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf.) Letswaart. were analysed by gas
chromatography (GPC) and GPC—mass spectrometry (MS). 40 components have been fully
characterized. However, all the oils were characterized by the predominance of four
components, thymol (7.7-73.1%), carvacrol (7.6-72.6%), p-cymene (1.7-25.8%) and y -
terpinene (1.1-18.7%).

The antioxidant properties of the essential oil from oregano in relation to its chemical
composition were examined. The antioxidant activity was investigated with two different
methods. The antioxidant capacity of the oils was measured by the modified thiobarbituric
acid reactive species (TBARS). The activity was compared with those of a-tocopherol and
2,6-ditertbutyl- 4-methyl phenol (BHT, butylated hydroxytoluene). The four oils (samples of
1998) were also endowed with a high degree of activity at the lowest concentration (100
ppm). This activity is to be ascribed to the high content of phenol components, viz. thymol
and carvacrol, which strongly characterize the composition of these oils. The free radical
scavenging activity of essential oils was determined by the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) model system. The SC50 (scavenging concentration) values were in the range

33.8-55.7 pg/ml, representing a good antioxidant effectiveness (samples 2002-2003).

The essential oils were also evaluated for their antimicrobial activity by the agar disc diffusion
method and the determination of minimum inhibitory concentration (MIC) against six
standard strains (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Enterococcus hirae, Candida albicans, Candida tropicalis) . All microbial strains employed
(Gram-positive and Gram-negative bacteria and yeasts) showed a fairly similar degree of
susceptibility to the essential oils under investigation, although no evident difference was
observed in their sensitivity. Furthermore, a similar level of toxicity was observed for all oils
examined, with MIC values of 31.25-125.00 pg/ml. Finally, the addition of the emulsifier
Tween 80 to the oil or to the agar markedly decreases the antimicrobial activity of the
essential oils against all microbial strains employed, thus suggesting that the antimicrobial
activity of the essential oils is dependent on the physicochemical characteristics of their

components and also on the microbial strains employed.

KEY WORDS: Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf) Letswaart.; Lamiaceae; Essential oil; thymol;

carvacrol; antimicrobial, antioxidant, and antiradical activities (TBARS — DPPH).
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Détecteur a Ionisation de Flamme

Infrarouge par Transformée de Fourier

National Committee for Clinical Laboratory Standard
National Institute of Standards and Technology
Résonance Magnétique Nucléaire
Concentration correspondant a 50% d’inhibition
Extraction par les Fluides Supercritiques
Micreextraction en Phase Solide
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Introduction



INTRODUCTION

L’utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus d’un grand nombre de
plantes, aromatiques, médicinales, des plantes €pices et autres, pour le traitement de
toutes les maladies de 1’homme est trés ancienne et évolue avec [’histoire de

[’humanité.

Dans le monde, 80% des populations (PELT, 2001) ont recours a des plantes
médicinales pour se soigner, par manque d’acceés aux médicaments prescrits par la
médecine moderne mais aussi parce que ces plantes ont souvent une réelle efficacité.
Aujourd’hui, le savoir des tradipraticiens est de moins en moins transmis et tend a
disparaitre. C’est pour cela que 1’ethnobotanique et 1’ethnopharmacologie s’emploient
a recenser, partout dans le monde, des plantes réputées actives et dont il appartient a la

recherche moderne de préciser les propriétés et valider les usages.

L’évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme antioxydantes et
antimicrobiennes, demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les
plantes d’une utilisation rare ou encore non connues dans la médecine et les traditions
médicinales folkloriques. Ces plantes représentent une nouvelle source de composés
actifs. En effet, les métabolites secondaires font et restent 1’objet de nombreuses
recherches in vivo comme in vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants
naturels tels les composés phénoliques, les saponosides et les huiles essentielles.

La famille des Lamiacées est I’une des familles les plus utilisées comme source
mondiale d’espéces et d’extraits a fort pouvoir antibactérien et antioxydant ; dans cette
famille 1’Origan est pris comme but, qui consiste a renforcer la connaissance de la

composition chimique de ses huiles essentielles.

Pour cela, nous nous sommes intéressés a étudier les huiles essentielles
d’Origan. Celles-ci commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle
de molécules naturelles bioactives. Elles font I’objet d’études pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la
protection des aliments contre 1’oxydation.

Ce travail vise I’é¢tude de la composition chimique, I’activité antioxydante,

antiradicalaire et I’activité antimicrobienne des huiles essentielles



d’Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf.)) .Letswaart synonyme
d’Origanum glandulosum Desf. selon QUEZEL et SANTA (1962-1963).

La présente étude est structurée en quatre chapitres:

- Le premier chapitre englobe une présentation de la  plante
(Origan: d’Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf.) Letswaart, qu’il est consacré
a I’historique, la distribution, la description botanique, les propriétés biologiques ainsi
qu’aux études de la composition chimique des huiles essentielles antérieures réalisées

sur le genre et I’espece.

- Et dans le deuxiéme chapitre, nous faisons le point sur les principales
méthodes d’obtention des huiles essentielles et les principales techniques d’analyses
utilisées. Nous avons également identifiés les constituants des huiles essentielles des
échantillons d’Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf.) Letswaart. en utilisant les
techniques de séparation chromatographique (CPG) et de couplage CPG-SM par
comparaison des indices de rétention avec ceux des composés de référence contenus
dans la bibliothéque du laboratoire (CNR de Catania et département de chimie de

Nice) et ceux de la littérature.

- Les chapitres III et VI sont consacrés a 1’é¢tude de 1’activité antioxydante,
antiradicalaire et antimicrobienne des huiles essentielles d’Origanum vulgare L.

ssp glandulosum (Desf.) Letswaart.

- En dernier, une conclusion générale résumant les résultats obtenus de cette

étude.



Chapi tre I

Présentation de la plante

«Origanum vulgarel. ssp glandulosum
(Desf.)Letswaart»



I.1- L’Historique

Il existe plusieurs versions sur les origines étymologiques du mot Origanum.
La premic¢re viendrait du grec ‘ori-ganumai’ = qui se plait dans la montagne,
ou “’ori-ganos’’ = éclat de la montagne (Dubois et al., 2006). Le mot désigne également

une plante d’un parfum pénétrant.

L’Origan est I'une des plantes majeures de 1’antiquité. Pline (Ier siécle ap. J.C.) lui
consacre une place importante dans le livre XX de son histoire naturelle; détaillant ses
formes et ses utilisations (LITTRE, 1951).

L’Origan était considéré comme panacée (GUERIN, 1835), puisqu’on [’utilisait
comme anti-infectieux, bactéricide, antitussif, expectorant, carminatif et emménagogue,
I’origan est utilis¢ depuis trés longtemps pour soigner les infections respiratoires
(en inhalations) mais aussi diverses maladies de peau (avec infections ou non). Tisanes et
inhalations, compresses, huile et décoction servaient a I’extérieur comme a 1’intérieur du
corps (SENS-OLIVE, 1979). En cosmétique, 1’origan est utilisé industriellement pour la

parfumerie.

En outre I’origan était déja connu de I’Egypte des pharaons pour ses vertus
antiseptiques. Les médecins chinois utilisérent pendant des siecles 1’Origan pour soigner
divers maux (BOULLARD, 2001). Au moyen age, les pelerins mettaient de 1’Origan dans
leurs chaussures pour soulager leurs pieds, tout comme les centurions romains qui
connaissaient déja les propriétés antiseptiques et anti-inflammatoires de cette plante

(LEMHADRI et al., 2004).

1.2 - L’Origan dans le monde végétal

Le regne végétal, de par sa richesse et sa diversité, peut étre classé en deux
catégories, les plantes vasculaires et les plantes non vasculaires. Les plantes vasculaires
peuvent étre, a leur tour, subdivisées en deux grands groupes: les cryptogames vasculaires
(plantes sans fleurs) et les phanérogames (plantes a fleurs). Dans les phanérogames on
distingue deux classes: les plantes gymnospermes (2 graines nues comme le ginkgo, les
coniféres, etc.) et les angiospermes «a graines renfermées dans un fruity

(BOULLAND, 1988).

Les angiospermes regroupant la majeure partie des plantes, soit environ 250 000
espéces répandues sur toute la terre, mais peut abondantes en milieu aquatique

(BOULLAND, 1988). Elles se divisent en monocotylédones (céréales, plantes bulbeuses,



palmiers, orchidées, etc.) et dicotylédones, de loin les plus nombreuses, comprenant les arbres

feuillus et la plupart des plantes potagéres et industrielles (Figure I.1)

Reégne végétal

Plantes vasculaires

Cryptogames

Plantes non vasculaires

|

Phanérogames

Thallophytes

Gymnospermes

Bryophytes

Angiospermes

Monocotylédones

Dicotylédones

Figure I.1: Organisation de I’Origan dans le monde végétal (BOULLAND, 1988)

Les Lamiacées constituent une vaste famille d’angiospermes dicotylédones a fleurs

gamopétales irrégulieres, qui groupe surtout des plantes herbacées et sous-arbustives
réparties dans le monde entier (QUEZEL et SANTA, 1962-1963). Elles sont faciles a
reconnaitre avec leurs tiges quadrangulaires garnies de feuilles opposées tomenteuses et
odorantes, insérées sur des nceuds bien marqués (QUEZEL et SANTA, 1962-1963). Leurs

fleurs possédent une corolle aux pétales soudées (gamopétales) mais a deux Ievres bien

marquées: la lévre supérieure arrondie en forme de casque, la lévre inférieure plane et

trilobée (QUEZEL et SANTA, 1962-1963). Ce dispositif est li¢ a ’entomogamie

(pollinisation par les insectes). Le genre Origanum est trés abondant dans la région

méditerranéenne, utilis€é en de multiples occasions, herbe aromatique connue depuis

I’Oligocéne, appartient a un groupe homogene de dicotylédones gamopétales, souvent

réunies dans I’ordre des Lamiales (BOULLAND, 1988).



I.3- Apercu des Lamiacées dans la flore d’Algérie

Les Lamiacées constituent une des principales familles botaniques qui jouent un
role essentiel dans la production des huiles essentielles. Rappelons que cette famille est
répandue dans diverses régions du monde. Cependant, elle est considérée comme une
famille botanique méditerranéenne par excellence. En Algérie, 145 espéces sont
répertoriées dans tous les territoires aussi bien sahariens (Lavandula pubescens Dec.),
arides (Zizyphora hispanica L.) qu’humides (Mentha aquatica L.). Ces especes sont
réparties en 28 genres (Tableau I.1), de nombreuses espéces sont inscrites dans la
pharmacopée de tous les pays du monde. L’activité des plantes de cette famille est due a la
présence de «réservoirsy sous-cuticulaires constitués par des poils glanduleux ou
sécréteurs qui emmagasinent et secrétent les essences (Figure 1.2) (QUEZEL et SANTA,
1962-1963).

Figure 1.2: Coupe microscopique d’une feuille d’Origanum vulagre L.
ssp glandulosum (Desf.) Letswaart.

Tableau I.1: Les genres de la famille des Lamiacées (QUEZEL et SANTA, 1962-1963)

Genres | N.E. | Genres | N.E.| Genres | N.E.| Genres | N.E.
Lycopus 01 |Scutellaria| 01 |Preslia 01 | Prunella 02
Mentha 05 | Cleonia 01 |Ajuga 03 |Leonurus | 0l
Teucrium 21 | Thymus 12 | Zizyphora 02 |Melissa 01
Rosmarinus| 02 | Satureja 16 |Salvia 18 | Phlomis 04
Molucella 01 |Lamium 07 |Saccocalyx| 01 |Stachys 14
Lavandula 05 |Ballota 02 | Sideritis 08 |Hyssopus | 01
Marrubium | 06 | Nepta 04 | Prasium 01 |Origanum| 03

N.G.: Nombres de genres =28 N.E.: Nombres d’espéces = 145




I.4- Dénomination de I’Origan

L’Origan est reconnu en arabe sous la dénomination de Zaater. Cependant, il y a
lieu de signaler que cette derniére dénomination est peu précise. Le terme Zaater, englobe
en fait diverses plantes aromatiques de la famille des Lamiacées et appartenant
a trois genres: Le Thym (Thymus algeriensis Dest)), le Saccocalyx
(Saccocalyx satureiodes Dur.) (QUEZEL et SANTA, 1962-1963) et 1’Origan
(Origanum vulagre sous-espece glandulosum (Desf.) Letswaart (LETSWAART, 1980).

L.5- Description botanique d’Origanum vulagre L. ssp glandulosum (Desf.) Lets.

Plante vivace et sarmenteuse (Figure 1.3); avec un port sous-arbustif, cette plante
forme de touffes de quelques centimétres de diameétre et une hauteur comprise entre 30 a
60cm. Les principaux caractéres qui permettent de reconnaitre cette plante sont : les tiges
toutes dressées, épis denses, a fleurs restant contigués apres floraison. Calice tubuleux a 5
dents courtes, bilabi¢ ou non. Corolle blanche ou rosée, a Ieévre supérieure émargée et a
lévre inférieur trilobée bien longue que la levre supérieure

(QUEZEL et SANTA, 1962-1963).

Figure 1.3: Rameau de I’Origanum vulagre L. ssp glandulosum (Desf.) Letswaart.



1.6- Ecologie de I’Origan.

L’Origan originaire d’Afrique du Nord. Il colonise les terrains secs et chauds, les
broussailles, les garrigues et les paturages, surtout en montagne (QUEZEL et SANTA,
1962-1963). En outre, I’Origan est essentiel a la protection de I’environnement en zones
susceptibles de désertification et sous une précipitation légere contre les risques d’érosion
assurant ainsi la couverture végétale. Cette derniére peut étre exploitée par les habitants de

ces régions.

1.7 - Classification botanique de I’Origan selon la flore de QUEZEL et SANTA
(1962-1963)

En Algérie, I’Origan est représenté par trois espeéces: Origanum majorana L.,
Origanum floribundum Munby et Origanum glandulosum Desf. La premicre espece,
Origanum majorana L. est cultivée et plus ou moins subspontanée. Son aire de
distribution est I’Europe et la Méditerranée. La deuxiéme espece, Origanum floribundum
Munby est localisée dan 1’Atlas Tellien et la grande Kabylie ou colonise les paturages
surtout en montagne. La troisieme espece est plus répandue dans toutes les régions et elle
est considérée sur le plan phytogéographique comme plante endémique, c'est-a-dire que

I’aire de répartition de cette plante est localisée dans deux pays I’ Algérie et la Tunisie.

La systématique de cette plante est la suivante:

- Embranchement: Spermaphytes

- Sous embranchement: Angiospermes

- Classe: Dicotylédones

- Sous classe: Gamopétales

- Ordre: Lamiales

- Famille: Lamiacées ex. Labiées

- Genre: Origanum

- Espéce: Origanum glandulosum Desf. ou

- Espeéce: Origanum vulgare L. sous-espece. glandulosum (Desf.) Lets.

Cependant, les travaux de LETSWAART (1980), reconnaissent au sein de cette espece
divers taxons.



I.7.1- Taxonomie du genre Origanum

Ce paragraphe reprend dans ses grandes lignes les divers travaux (LETSWAART,
1980; CARLSTROM, 1984; DANIN et KUNE, 1996) de taxonomie relatifs au genre
Origanum. Selon ces auteurs, le genre Origanum comprend 49 taxons de rangs d’espéces,
sous especes ou de variétés (Figure 1.4). Ces taxons sont répartis en 10 sections
(Annexe 1). A titre d’exemple la taxonomie relative a la plante récoltée en Algérie
(LETSWAART, 1980) appartient au genre Origanum et a la section Origanum
(Figure 1.5) qui comprend six espeéces parmi lesquelles Origanum vulgare L.
(Tableau 1.2 et Figure 1.4).

46 locally
grown taxa

\‘ AL ol
U ,_*" _ 21 taxa

TN
\&

Figure 1.4: Les taxons spontanés d 'Origanum dans les différents pays de la Méditerranée
(KOKKINI, 1996)

C’est au sein de cette section que se classe la plante analysée (Origan) avec le rang
de sous-espece; selon cette taxonomie (KOKKINI, 1996), la nomenclature récente de cette

dernicre est la suivante: Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf.) Letswaart.



Tableau 1.2: Section Origanum (LETSWAART, 1980)

N° Espéces Distribution de ’espece
01 |- Origanum vulgare L. ssp. vulgare - L’Europe, Iran, Inde et la Chine.
02| Origanum vulgare L. - Algérie et la Tunisie.

ssp glandulosum (Desf.) Letswaart

03

- Origanum vulgare L.
ssp. gracile (Koch.) Letswaart

-L’Afghanistan, Iran,

I’ancien URSS.

Turquie et

- Origanum vulgare L.

- L’Albanie, Croatie, Gréce et la

04 ssp. hirtum (Link.) Letswaart Turquie
) - L’Afghanistan, Chine, Croatie,
- Origanum vulgare L. . .
05 .. . France, Gréce, Inde, Italic et le
ssp. viridulum (Martrin-Donos) Nyman :
Pakistan.
- Origanum vulgare L. - Les Acores, iles de Baléares, iles de
06 |ssp. virens (Hoffmannsegg et Link.)|Canaries, Madere, Maroc, Portugal et

Letswaart

I’Espagne.

Figure L.5: Distribution de la section Origanum (SKOULA et HARBORNE, 2002)




IX. Section Orfganum

Origanum vuigare L.
Vi
subsp. vulgare

AT -
subsp. viridlidesm

— q

—
ubsp. wi"sns;:! os ij subsp. gracile

subsp. At
kup it
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Figure n°L.6: La distribution des six sous-especes d’Origanum vulgare L.
( KOKKINI, 1996).

(Au—dessus de la ligne, les taxons sont pauvres en HE et au-dessous de la ligne, les taxons sont riches en HE)

I. 8- Composition chimique des huiles essentielles de I’Origan

La composition d’huile essentielle varie selon son origine. Le rendement d’HE est
variable et cette variabilité est liée a plusieurs parametres naturels ou humains, c’est a dire,
parametres écologiques, étant donné, que les facteurs clés influencant le rendement sont
entre autre, le climat (pluviométrie, humidité relative, température,...), le stade de
développement, la saison de récolte qui affecte la production en huiles essentielles et
chimiques ou de manipulation pour mieux voir ces différences de rendement, on a établi
un Tableau (I.3) qui résume plusieurs travaux spécialisés dans ce domaine en premier lieu,
et par la suite, aprés 1’identification des composés des HE par chromatographie en phase

gazeuses, on remarque la diversité des HE d’une espéce a une autre (CPG) (Tableau 1.4).
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Tableau 1.3: Rendements des HE du genre Origanum

Sections Espéces Rend. Références Pays
fglzqtfh’; acus | - - Origanum calcaratum Jussieu *0.5 Karousou, 1995 La Gréce
Chilocalyx | - Origanum microphyllum i \
(Briquet) Letswaur (Bentham)Vogel 02-2 Karousou, 1995 La Gréce
- Origanum vulgare L.
. Kokkini et al, 1991 C
ssp. hirtum (Link) Letswaart 2 oklni et al, 199 La Grece
- Origanum onites L. 2 Vokou et al (88-93) La Turquie
- Origanum onites L. *3.1 Scheffer et al, 1996 La Turquie
- Origanum syriacum L. L .
a Turquie
*2. heffer et al, 1
var. bevanii (Holmes) Letswaart 24 Scheffer et al, 1996 (Adana)
- Origanum vulgare L. .
La Turquie
. * 2. heffer et al, 1
ssp. hirtum (Link) Letswaart 2.3 Schetfer et al, 1996 (Igel)
- Origanum vulgare L.
ssp. hirtum (Link) Letswaart 3.4 Sezik et al, 1993 La Turquie
- Origanum vulgare L.
ssp. gracile (Koch.) Letswaart 0.04 Sezik et al, 1993 La Turquie
Orvicanum | ~ Origanum vulgare
& . 0.13 Sezik et al, 1993 La Turquie
ssp. viride
- Origanum vulgare
0.08 Sezik et al, 1993 La Turquie
ssp. vulgare
- Origanum vulgare L.
0.1-0.3 | Kokkinietal, 1980 | Norddela
ssp. vulgare Grece
- Origanum vulgare L.
) 03-0.8 | Kokkinietal, 1989 | Norddela
ssp. viridulum Grece
- Origanum vulgare L.
. .8-8. Kokkini et al, 1 .
ssp. hirtum (Link) Letswaart 1.8-8.2 okkini et al, 1989 La Grece
- Origanum smyrnacum 3.4 Akgul et al, 1987 La Turquie
- Origanum heracleoticum =
Origanum hirtum 5.5 Akgul et al, 1987 La Turquie
- Origanum maru 2.7 Akgul et al, 1987 La Turquie
- Origanum syriacum L. E
. gypte
%?J)g’: f”a var. sinaicum (Boiss.) Letswaart 1.4 Baser, 2003 (Arich)
- Origanum onites L. 1.8-4.5 Kokkini et al, 1989 La Grece

(*) : Quantité a distiller est égale : 1 Kg/3h
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Tableau 1.4: Les composés majeurs des différentes espéces d’Origan (BERNATH, 1996)

Espéces Composés majeurs Références
bivani Carvacrol, thymol Hoppe, 1958
compactum Carvacrol, y-terpinéne, terpinene-4-ol, a-terpinéol, p-cymeéne, carvacryl methyl éther, thymol Benjilali et al., 1986
compactum Carvacrol, thymol, p-cyméne Lawrence et Reynolds, 1984
cordifolium Carvacrol, a-terpinéol, trans- and cis-nerolidol, menthyl acetate, Valentini et a/., 1991
dictamus Carvacrol, a-pinéne, B-pinéne, myrcene, limonéne, p-cymeéne, thymol, linalool, terpin-1-en-4-ol Lawrence et Reynolds, 1984
dictamus Carvacrol, y-terpinéne, p-cyméne, caryophylléne, bornéol, terpin-1-en-4-ol, carvacrol methyl ether Harvala et al.1987
dubium Carvacrol, y-terpinéne Arnold et al., 1993
dubium 1.8-cinéole, linalool et camphor Souleles, 1991
dubium Carvacrol, thymol Hoppe, 1958
elongatum Carvacrol, y-terpinéne, terpinene-4-ol, a-terpinéol, p-cymeéne, carvacryl methyl éther, thymol Benjilali et al., 1986
floribundum Carvacrol, thymol Hoppe, 1958
heracleoticum Carvacrol, y-terpinéne, p-cymene, thymol Akguel et Bayrak, 1987
heracleoticum Carvacrol, y-terpinéne, p-cymene, Fleisher et Sneer, 1982
heracleoticum Thymol, p-cyméne, y-terpinéne Fleisher et Sneer, 1982
heracleoticum Thymol, terpinene-4-ol, y-terpinéne Fleisher et Sneer, 1982
hirtum Carvacrol, terpineéne, p-cymole Hoppe, 1958
hypericifolium Carvacrol, p-cymeéne, y-terpinéne Baser et al., 1994a
inutiflorum Carvacrol Baser et al., 1993
laevigatum Bicyclogermacréne, germacréne D, B-caryophylléne, myrcéne Tucker et Maciarello, 1992
maioranoides Carvacrol, thymol Hoppe, 1958
majorana Carvacrol Baser et al., 1993

majorana var. tenuifolium

Cis-sabinene hydrate (cis-thuyanol-4), terpinene-4-ol

Arnold et al., 1993

maru Carvacrol, y-terpinéne, p-cymene, thymol Akguel et Bayrak, 1987
maru Carvacrol, thymol Hoppe, 1958
minutiflorum Carvacrol Baser et al., 1991
onites Carvacrol, p-cymene (6-12%), y-terpinéne Pino et al., 1993

onites Carvacrol, p-cyméne Arnold et al., 1993
onites Carvacrol Baser et al., 1993
onites Carvacrol, y-terpinéne, B-bisaboléne Ruberto et al., 1993
onites Carvacrol Biondi et al., 1993

....... [eevecen
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Espéces

Composés majeurs

Références

onites linalool Baser et al., 1993
onites Carvacrol, thymol Lagouri et al., 1993
onites Carvacrol Kaya, 1992

onites Carvacrol, thymol, bornéol, p-cyméne, y-terpinéne Vokou et al.,1988
onites = smyrnaceum Carvacrol, linalool, cymol, d-camphéne, a-pinéne, terpéne Hoppe, 1958

rotundifolium Cis-sabinéne hydrate Baser et al., 1995
saccatum Carvacrol, p-cyméne Tumen et al.,1995
sipyleum Carvacrol, y-terpinéne, p-cymeéne, thymol methym éthér, methyl éthér, thymol Baser et al., 1992
smyrnaeum Carvacrol, y-terpinéne, p-cymene, thymol Akguel et Bayrak, 1987
solymicum p-cyméne, thymol, linalool Tumen et al.,1994
syriacum p-cyméne, phénolique monoterpéne, y-terpinéne Dudai et al., 1992
Syriacum Carvacrol, thymol Fleisher et Fleisher, 1991

syriacum var. aegyptiacum

Carvacrol, p-cymeéne, y-terpinéne, myrcéne, o-thujene, carvacro methyl ether, carvacryl acetate

Halim et a/., 1991

syriacum var. bevanii

Carvacrol, thymol, y-terpinéne

Baser et al., 1993

syriacum var. bevanii

Carvacrol, thymol, y-terpinéne

Tumen et Baser, 1993

virens Carvacrol, thymol Hoppe, 1958

virens Carvacrol, thymol Hohmann, 1968
vulgare Carvacrol, linalool, B-cacryophyllene, linalyl acetate, terpinen-4-ol Carmo et al., 1989
vulgare Carvacrol, thymol, trans-f-ocyméne Carmo et al., 1989
vulgare Carvacrol, thymol, Chi-terpinéne (1-methyl-4-(1-merthylethyl)-1,4-cyclohexadiéne), p-cyméne Putievsky et al., 1988
vulgare Carvacrol, thymol, limonéne, p-cymene, linalool, linalilacetate Marczal et Vincze, 1973

vulgare ssp. gracile Carvacrol, germacréne acryophyllene, germacréne Sezik et al., 1993

vulgare ssp. virens Carvacrol, thymolcamphor, 1,8-cinéole Lawrence et Reynolds, 1984
vulgare ssp. viride Carvacrol, p-cymeéne, thymol, y-terpinéne Lawrence et Reynolds, 1984
vulgare ssp. viride Carvacrol, p-cymene (6-12%), y-terpinéne Pino et al., 1993

vulgare ssp. viride terpinen-4-ol, germacrene, B-bisaboléne Sezik et al., 1993

vulgare ssp. hirtum Carvacrol, thymol, y-terpinéne, p-cyméne Vokou et al., 1993b

vulgare ssp. hirtum Carvacrol, , p-cyméne, y-terpinéne Baser et al., 1994b

vulgare ssp. hirtum Carvacrol, thymol Lagouri et al., 1993

vulgare ssp. hirtum Carvacrol, , p-cyméne, a-pinéne Sezik et al., 1993

vulgare ssp. hirtum Carvacrol, thymol, p-cymeéne, y-terpinéne Baser et al., 1993

vulgare ssp. vulgare Germacreéne, terpinen-4-ol, , B-bisaboléne Sezik et al., 1993

vulgare ssp. vulgare Carvacrol, sabinéne, cis-ocymene, , p-cymene, y-cadinéne Lawrence et Reynolds, 1984
vulgare ssp. creticum Carvacrol, linalool, camphéne, pinéne, p-cyméne Hoppe, 1958
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1.9 — Les constituants majeurs des HE d’Origan

Aujourd'hui, il y a un certain nombre de publications (SKOULA, et al., 2002) se
rapportant a la composition chimique de 1'Origan utilisées dans la classification des especes du
genre Origanum, autre que la révision de LETSWAART (1988).

L'Origan est connu largement dans le monde des herbes et des épices pour ses huiles
volatiles (structures des composés selon NIST, 2001 et NCBI, 2008); riches
en monoterpénes phénoliques principalement le carvacrol, de temps en temps thymol
(Figure 1.7), et d’autres composés présent dans 1’Origan sont habituellement de moins
d’importance quantitativement tels que des monoterpeénes acycliques comme, géraniol, acétate
géranylique, linalool, acétate linalylique et B-myrceéne (Figure 1.8) et des composés bornanes
tels que le camphéne, camphre, bornéol, bornyle et acétate d'isobornyle
(Figure 1.9). En outre, quelques sesquiterpenes, tels que caryophyllene,
le bisaboléne, bourbonnéne, germacrene-D, humuléne, muurolene, muurolene, y-cadinéne,
(-)-a-copaene, a-cadinol, oxyde de caryophyllene (Figure 1.10). En plus, une nomenclature

IUPAC est citée (Tableau I.5).

carvacrol thymol

p- cymene Y- terpinéne

Figure 1.7: Quelques structures de substances majeures rencontrées dans les HE d’Origan
(NIST, 2001 et NCBI, 2008)

14



géraniol acétate géranylique

linalool acétate linalylique
m

B-myrcene

Figure 1.8 : Quelques structures de monoterpénes acycliques rencontrées dans les HE d'Origan
(NIST, 2001 et NCBI, 2008).
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camphene camphre
o =
O
H
HO
bornéol bornyle
Q H

-

acétate d’isobornyle

Figure 1.9: Quelques structures de substances bornanes rencontrées dans les HE d’Origan
(NIST, 2001 et NCBI, 2008).

16



B

caryophyllene bisaboleéne bourbonnene

FaQs

Humuléne germacrene-D muuroléne

y-cadinéne (-)-a-copaene a-cadinol

oxyde de caryophyllene

Figure 1.10: Quelques structures de substances sesquiterpénes rencontrées dans les HE d’Origan
(NIST, 2001 et NCBI, 2008)
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Tableau L.5 : Nomenclature des composés volatils selon [IUPAC

(NIST, 2001 et NCBI, 2008)

N° Nom de co.m posés Nom de composés volatils selon UPAC
volatils

1 | Carvacrol 5- isopropyl-2-methyl phenol

2 | Thymol 2- isopropyl-5-methyl phenol

3 | p-cymene I-methyl-4-(1-methylethyl) Benzene

4 | y-terpinéne 4-methyl -1-(1-methylethyl)1,4-cyclohexadiene

5 | Geraniol 3,7-dimethyl octa-1,6-dien-3-ol

6 | Acétate géranylique | 2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, acetate

7 | Linalool 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-

8 | Acétate linalylique 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, acetate

9 | p-myrcene 7-methyl-3-methylideneocta-1,6-diene

10 | Camphene 2,2-dimethyl-3-methylidenebicyclo[2.2.1]heptane

11 | Camphre 1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-one

12 | Bornéol (6R)-1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-6-ol

13 | Bornyle (1,7,7-trimethyl-6-bicyclo[2.2.1]heptanyl)

14 | Acétate isobornyle [(6S)-1,7,7-trimethyl-6-bicyclo[2.2.1]heptanyl] acetate

15 | Caryophyllene (4Z)-4,11,11-trimethyl-8-methylenebicyclo(7.2.0)undec-4-ene
16 | Bisaboléne (4Z)-1-methyl-4-(6-methylhept-5-en-2-ylidene)cyclohexene
17| Boutamine | Sionont bl et

18 | Humuléne 2,6,6,9-tetramethyl-1,4-8-cycloundecatriene

19 | Germacrene-D El lifr,lgz)- I-methyl-5-methylidene-8-propan-2-ylcyclodeca-1,6-
20 | a- muurolene 4,7-dimethyl-1-propan-2-yl-1,2,4a,5,6,8a-hexahydronaphthalene
2 reatine | (SRS T e ponn 21

22 | (-)-a-copaene 1,3-dimethyl-8-(1-methyl ethyl) tricyclo(4.4.0.0.02,7-)dec-3-ene
23 | eecadinol g IHI{_,;laSp)}-ltI},lZigrilr_rie_giyl-4-pr0pan—2-y1-3 ,4,4a,7,8,8a-hexahydro-
24 Oxide de (1 RAR,6R, 10S)-4,12,12-trimethyl-9-methylene-5-

caryophyllene oxatricyclo[8.2.0.0]4,6)]dodecane

IUPAC : International Union of Pure and Applied Chemistry - NIST :National institute of standards and technology

NCBI : National center for biotechnology information
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I1.10 - L’usage traditionnel d’Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf.)
Letswaart.)

L’usage de I’Origan dans la zone d’investigation est bien connu aux propriétés
médicinales trés intéressantes. Il calme la toux en favorisant I’expectoration, bon stimulant
de I’appareil digestif; I’Origan, condiment classique des pizzas (SARI, 1999). En usage
externe, sous forme de lotions (infusion concentrée) ou de pommade, s’emploie sur
I’eczéma. Remede populaire du torticolis des douleurs rhumatismales (SARI, 1999).
En outre, les espéces d’Origan sont utilisées également comme des désinfectants puissants

et comme des agents odoriférants dans les parfums (CHIEJ, 1984).
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Chapi tre 11

Etude des huiles essentielles de
l’Origanum vulgare L. ssp
glandulusum(Desf.)Letswaart



I1.1-Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes constituées de plusieurs
dizaines, voir plus d’une centaine de composés, principalement des terpeénes. Les terpénes
sont construits a partir de plusieurs entités isopréniques, constituant une famille tres
diversifiée tant au niveau structural que fonctionnel. On rencontre principalement des
mono et des sesquiterpenes (possédant respectivement 10 et 15 atomes de carbone) plus
rarement des diterpénes (20 atomes de carbone). Les huiles essentielles peuvent contenir
¢galement des composés aliphatiques (non terpéniques) ou des phényles propanoides
(BELAICHE, 1979).

Ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiere premiere destinée a
différents secteurs d’activité tels que la pharmacie, la cosmétique, la parfumerie et
I’agroalimentaire. Quel que soit le secteur d’activité, I’analyse des huiles essentielles reste
une étape importante qui, malgré les progrés constants des différentes techniques de
séparation et d’identification, demeure toujours une opération délicate nécessitant la mise

en ceuvre simultanée ou successive de diverses techniques (JOULAIN, 1994).
I1. 2- Les procédés d’obtention des huiles essentielles

Si on se référe a la norme AFNOR (1998), une huile essentielle est un «produit
obtenu a partir d’une matiere premicre d’origine végétale,
- soit par entrainement a la vapeur,
- soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus,
- soit par distillation séche (la distillation séche est une distillation sans
addition d’eau ou de vapeur d’eau, utilisée dans des cas particuliers [cade,
écorce de bouleau,..]..)».

Les procédés les plus couramment utilisés pour I’obtention des huiles essentielles sont:

a- |’hydrodistillation est I'une des principaux procédés de production des huiles
essentielles. Il s’agit de mettre le végétal, en contact direct avec I’eau bouillante dans la
cuve (type Clévenger),

b- L’entrainement a la vapeur d’eau (PEYRON, 1992),

L’hydroffusion (CORTICCHIATO, 1999),

d- Les procédés en continu utilisés au niveau industriel (AFNOR, 1998),
L’expression a froid (GARNERO, 1992),

f- Les autres procédés d’extraction des substances naturelles

1.L extraction par les solvants (STAGLIANO, 1992).

C
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ii. L’extraction par les fluides supercritiques [SFE] (KSIBI, 1999).

iii. Les techniques de microextraction
1. La technique de I’espace de téte [HS] (VUORELLA et al., 1989).
2. La microextraction en phases solide [SPME] (PAWLISZYN, 1997).

I1.3- Les différentes techniques d’analyses des huiles essentielles

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise en
ceuvre de plusieurs techniques. La technique la plus couramment employée, est
I’utilisation du couplage d’une technique chromatographique, généralement la
chromatographie en phase gazeuse (CPG) permettant I’individualisation des constituants,
avec une technique spectroscopique, la spectrométrie de masse (LONGEVIALLE, 1981 et
CONSTANTIN, 1996), permettant I’identification des constituants par comparaison des
données spectrales avec celles des produits de références contenus dans des bibliotheques
de spectres (JOULAIN et KONIG, 1998). Les données spectrales sont systématiquement
associées a ’utilisation des indices de rétention, qui sont calculés a partir des temps de
rétention d’une gamme étalon d’alcanes. Pour faciliter I’identification des composés
minoritaires les huiles essentielles peuvent étre soumises a un fractionnement par

chromatographie sur colonne ouverte (BELAICHE, 1979).

I1.4 - Analyses par les couplages conventionnels

a: La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse par
séparation qui s’applique aux composés gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par
chauffage sans décomposition (ARPINO et al., 1995). La CPG est la technique usuelle
dans I’analyse des huiles essentielles. Elle permet d’opérer la séparation de composés
volatils de mélanges trés complexes et une analyse quantitative des résultats a partir d’un
volume d’injection réduit (ARPINO et al., 1995).

Pour chacun des composés, deux indices de rétention polaire et apolaire, peuvent
étre obtenus. IIs sont calculés a partir des temps de rétention d’une gamme étalon
d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a température constante «indice
de Kovacs» (KOVACS, 1965) ou en programmation de température «indice de rétention»
(VAN DEN DOOL et al., 1963). Ils sont ensuite comparés avec ceux des produits de
références (mesurés au laboratoire ou décrits dans la littérature). Toutefois, il est fréquent
d’observer des variations, parfois importantes, lorsque 1’on compare les indices de
rétention obtenus au laboratoire et ceux de la littérature (en particulier sur colonne

polaire). C’est pourquoi la comparaison des indices sur deux colonnes de polarité
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différente est malgré tout, ceci ne peut suffire a une bonne identification, sans I’apport du
couplage entre la CPG et une technique d’identification spectroscopique: en général la
spectrométrie de masse (CPG/SM) ou plus rarement la spectrométrie, infrarouge par
transformé de Fourrier (FTIR). La combinaison de ces deux techniques complémentaires,
est applicable a 1’analyse d’un grand nombre de substances organiques, aussi bien

gazeuses que liquides.

b: Le couplage CPG/SM

Le couplage CPG/SM en mode impact électronique (SM-IE) est la technique la
plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles. Il permet de connaitre, dans la grande
majorité des cas, la masse moléculaire d’'un composé¢ et d’obtenir des informations
structurales relatives a une molécule a partir de sa fragmentation (LONGEVIALLE, 1981
et CONSTANTIN, 1996). Dans la source d’ionisation les molécules sont bombardées a
I’aide d’¢électrons, conduisant ainsi a la formation des ions en phase gazeuse. Les ions sont
ensuite dirigés vers la partie analytique de ’appareil. Il existe plusieurs analyseurs de
masse mais les plus utilisés pour 1’analyse des huiles essentielles sont le « quadripdle » et

le « piege a ion » ou « ion trap ».

c : La microextraction en phase solide (SPME)

La SPME est une technique qui permet de prélever facilement un extrait des
composés volatils présents dans les aliments, I’environnement ou les échantillons
chimiques. Certains auteurs 1’ont aussi appliquée a I’analyse des aromes de végétaux
(VEREEN et al., 2000 et MILLER, 1996). Le principe de cette technique est la mise en
contact d’une phase solide absorbante avec 1’échantillon a analyser afin que les produits
volatils s’y concentrent. La phase solide est ensuite introduite dans 1’injecteur d’'une CPG
dans lequel se produit une désorption thermique provoquant le passage des produits dans
la colonne capillaire, donc leur séparation puis leur analyse par le détecteur. Plus
récemment a ¢ét¢ développée une méthode sans colonne capillaire, dans laquelle les
substances volatiles sont directement désorbées dans un détecteur a ionisation de flamme
puis quantifiées (BENE et al., 2001).

La SPME est une technique intéressante lorsqu’il s’agit de réaliser une analyse qualitative
rapide mais, a I’image de la technique de 1’espace de téte, le dosage des constituants n’est
pas toujours reproductible (VEREEN et al., 2000). CZERWINSKI et al. (1996) ont
cependant développés une procédure pour déterminer et quantifier le PB-pinene, le
B-myrcene, le limonéne et le menthol dans des plantes aromatiques. L’analyse des

composés est réalisée par CPG-SM et le dosage est effectué a I’aide de courbes de
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calibration réalisées a partir d’échantillons authentiques, directement sur 1’appareillage

CPG-SM; les auteurs obtiennent ainsi une assez bonne précision des mesures.

d- Le couplage chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (CPG-SM)

Les premiers appareils de routine CPG-SM a colonnes capillaires sont apparus en
1975. Cette méthode de couplage a de nombreuses applications dans les domaines de
I’agroalimentaire (nourriture, eau), des produits pétroliers (carburants, maticres
synthétiques), des produits naturels (cosmétologie, médecine) (McLAFFERTY et al,
1992). Dans le secteur particulier des huiles essentielles, la CPG-SM est aujourd’hui la

technique la plus utilisée pour I’identification des constituants.
e Principe général
Il existe différents types de spectrometres de masse qui ne different que tres

légerement dans leur principe et que ’ont peut décrire de fagcon identique dans une tres

large mesure.

Les composés séparés par CPG sont introduits dans le spectrométre de masse ou
ils sont dissociés en fragments ionisés. Il existe deux sources principales d’ionisation des
substances: I’'impact électronique (IE) et ’ionisation chimique (IC). Dans le premier cas,
les molécules du composé individualisé sont bombardées par un faisceau d’électrons dont
I’énergie est généralement de 70 eV; il se forme d’abord des ions radiculaires mono
chargés qui se fragmentent ensuite sous 1’effet de ’excédent de leur énergie interne. Le
principe de la fragmentation est largement décrit dans la littérature
(Mc LAFFERTY et al., 1993). Dans le second cas, 'utilisation d’'un gaz va permettre
d’ioniser les molécules de fagon plus douce, suivant le gaz employ¢, I’ionisation sera
positive ou négative. Les gaz les plus couramment utilisés pour effectuer une ionisation
chimique positive (ICP) sont le méthane, 1’isobutane ou 1I’ammoniac, tandis que pour
réaliser une ionisation chimique négative (ICN) il est fréquent d’utiliser un mélange de
protoxyde d’azote et de méthane. L’ionisation chimique donne accés a la masse
moléculaire des composés, ce qui n’est pas toujours le cas en mode impact électronique.
Dans I’étape suivante, les ions formés par impact électronique ou ionisation chimique sont
filtrés par une combinaison de champs électriques ou magnétiques dans un analyseur,
selon le rapport m/z de leur masse a leur charge. Il existe plusieurs analyseurs mais les
plus courants dans 1’analyse des huiles essentielles sont le quadripole, constitué¢ de quatre
¢lectrodes paralléles de section cylindrique, et le piége a ion, encore appelé «ion trapy,
dans lequel ont lieu a la fois 1’étape d’ionisation des molécules de I’échantillon et I’analyse
de la masse des ions (VERNIN et al. 1992).
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Par la suite, le faisceau d’ions ayant traversé ’analyseur de masse, doit étre détecté et
transformé en un signal utilisable. Les détecteurs les plus courants sont les chaneltrons
(multiplicateurs d’électron) et les photomultiplicateurs; ils convertissent les impacts
ioniques en signaux qui sont enregistrés par un ordinateur. Les fragments ioniques forment
alors un spectre de masse caractéristique du composé. L’identification se fera par
comparaison de ce spectre avec ceux de molécules de références contenus dans une
bibliographie commerciale en é&dition traditionnelle (JOULIN et al, 1998; Mc
LAFFERTY et al.,1989¢et ADAMS, 1989), informatisée (Mc LAFFERTY et al., 1994 et
NIST, 1996) ou bien ¢laborée dans des conditions analytiques du laboratoire. Les
principes de fonctionnement ces appareillages sont largement décrits dans la littérature

(PEYRON, 1992 et De HOFFMAN et al., 1999).

II.S - L’identification des constituants d’une huile essentielle: méthodologie
d’analyse

L’identification fine des constituants d’une huile essentielle est une opération tres
délicate qui nécessite l’utilisation, I’adaptation et le perfectionnement constant des
techniques d’analyses, ainsi que la mise en ceuvre d’une méthodologie d’analyse
rigoureuse (Figure II.1). Une huile essentielle, brute ou fractionnée, est analysée
simultanément par CPG et par CPG-SM. Le calcul des indices de rétention, polaires et
apolaires, et la quantification des composés sont effectués par CPG. L’analyse par
CPG-SM, quand a elle, permet d’accéder aux spectres de masse des différents constituants
des huiles essentielles qui sont ensuite comparés aux spectres de masse répertoriés dans
des bibliotheques (Joulain,, Wiley, Adams et Nist), 'une ¢laborée au laboratoire (User) et
les autres, commerciales, en ¢éditions traditionnelles ou informatisées (JOULIN et al.,
1998; Mc LAFFERTY et al.,, 1989; Mc LAFFERTY et al.,, 1994; Adams, 1995 et
NIST, 1996). Dans le cas des bibliotheques informatisées , chaque proposition du logiciel
de comparaison des spectres de masse est assortie d’une note de concordance qui refléte la
validité de la structure proposée. Si la note de concordance du constituant propos¢ par le
logiciel est correcte, on compare ses indices de rétention a ceux présents dans une
bibliothéque ¢laborée au laboratoire (User), ou dans des bibliothéques commerciales
(JOULAIN, 1998; JENNINGS, 1980 et ADAMS, 1995. Toutefois, on ne se limite pas
simplement a la note de concordance; on proceéde systématiquement a I’examen du spectre
de masse du composé recherché afin d’en tirer les principales informations: la masse de
I’ion moléculaire M+, les pertes caractéristiques (M-15, M-18..) ou encore la mise en
¢évidence de co-¢lutions éventuelles. A ce stade, trois approches différentes (a,b,c) sont
envisagées (BIANCHINI, 2003).
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(a), les données spectrales du composé et ses indices de rétention sont présents
dans les bibliothéques de spectres de masse et d’indices de rétention élaborées au
laboratoire (User). L’identification du composé est donc réalisée sans ambiguité. La
structure du composé identifi¢ peut éventuellement étre confirmée par RMN du carbone-
13; notamment dans le cas ou les composés proposés par les banques présentent des

spectres de masses quasi identiques et des indices de rétention trés proches.

(b), les données spectrales et les indices de rétention du composé sont absents de
nos bibliothéques User mais sont présents dans les bibliothéques commerciales. Dans ce
cas nous essayons de vérifier, par une ¢tude des fragmentations principales, si le spectre de
masse du produit proposé est en accord avec la structure de ce dernier. Cette approche
mécanistique est complétée soit par une étape d’hémisynthese, soit par la mise en ouvre de

la RMN du carbone-13.

(¢), les données spectrales et les indices de rétention du composé sont absentes des
différentes bibliothéques que nous possédons. Deux solutions sont alors envisageables:
soit le composé recherché est présent dans I’une des banques de RMN, auquel cas il est
identifié sans ambiguité, soit le composé est absent des bibliothéques de RMN, auquel cas
nous appliquons le schéma classique de purification du composé, complété par une étude

structurale par RMN du carbone-13 et du proton.
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Figure I1.1: Identification des constituants d’une huile essentielle par combinaison des
techniques de CPG et de CPG-SM (BIANCHINI, 2003).
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I1.6 - Matériels et méthodes

I1.6.1 - Origine des échantillons de I’Origan

Au cours de ce travail les échantillons de 1’Origan ont été récoltés durant trois

périodes (mai - juin — juillet: 1998, 2002 et 2003) provenant de différentes stations
(Figure I1.2). Le nombre total des échantillons est de 27 (Tab. II. 1):

Tableau II.1: Origine des échantillons de 1’Origan

Nombre
Période | N° Lieu dit Communes d’échantillon par | Wilaya | Code
wilaya

01 | Ouled Iych Ain El Kebira 01/98

02 | Megress Ain Abassa L 02/98

1998 03 Anini Ain Roua 04 St 103708
04 | Tafet Bougaa 04/98

01 | Bouandas Bouandas 01/02

02 | Ain El Kebira Ain El Kebira 02/02

2002 03 | Ain Roua Ain Roua 05 Sétif | 04/02
04 | Tebakha Bougaa 05/02

05 | Babor Babor 06/02

06 | Kherrata Kherrata 01 Béjaia | 03/02

01 | Bouhatem El K’Ser ) Béjaia 01/03

02 | Kefridat Teskriout 06/03

03 | Zeribet E1 Oued | Biskra Biskra | 02/03

04 | Bordj El Ghadir | Bordj el Ghadir BBA | 07/03

05 | Ouanougha Ouanougha M’sila | 17/03

06 | Megress 03/03

07 | Matrouna Ain Abassa 04/03

08 | Barrage 05/03

2003 09 | Beni Mouhli Beni Mouhli 08/03
10 | Bouandas Bouandas 09/03

11 | Trounna Ain Roua 10/03

12 | El Rouss 12 Sétif 11/03

13 | Hamzat Bougaa 12/03

14 | El Guetar 13/03

15 | El Gueragueria Hammam El 14/03

Guergour
16 | Ain Touila ) ) 15/03
17 | D’Hamcha Ain El Kebira 16/03

I1.6.2 - Echantillonnage

La méthode de récolte des échantillons de I’Origan a pris en compte, les parametres

nessaissaires comme: la période de floraison (de mai a juillet), le séchage et la

conservation. En outre, plusieurs peuplements d’Origan sur des surfaces, expositions et
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topographies variées, ont ¢été récoltés en quantité nécessaire pour extraire les huiles

essentielles (HE) existant dans ’espece a étudier.

'
Bordj Bou Arreridj

@
Biskra

® Chef lieu de wilaya

— Limite administrative
Echelle: (1/25000) avec réduction

Figure I1.2: Localisation des échantillons d’Origan récoltés dans la zone d’étude

11.6.3 - Conservation

L’Origan fraichement récolté, est laissé sécher a ’ombre dans un endroit sec et
aéré. Les organes utilisés (tiges, feuiles et inflorescences) sont broyés et mis dans des sacs

en papiers de 250 grammes.
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11.6.4 - Extraction des huiles essentielles

116.4. 1- Méthode classique

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par un appareil de distillation de
type Clévenger, constitu¢ d’un ballon de deux litres, surmonté par une colonne.
L’hydrodistillation de chaque échantillon dure environ trois heures. Ce type d’extraction
est le plus souvent employé pour I’extraction des huiles essentielles des plantes
aromatiques. Chaque échantillon (100 gr. de poudre) a été analysé ; le nombre total est
27 extractions. Les teneurs en huiles essentielles sont exprimées en fonction

d’HE / 100 gr. de matiére seche.
11.6.4.2 — Méthode de lavage basique

L’HE a subit quatre lavages successifs, par: pentane, pentane - eth,O (95%-5%),
cyclohexane — eth,O (80%-20%)et en fin par eth,O), préparation de 15gramme de
Carbonate de Sodium dans 200 ml pour la neutralisation basique (la formule ci-dessous) et

deux lavages avec la saumure (100 ml pour la fraction 1 et 2).

Calcul de neutralisation basique = M HE / M Thymol X M Carbonate de Sodium

M: Masse
HE: Huile essentielle

11.6.4.3 - Méthode SPME
La SPME est une technique d’extraction développée en 1997 par PAWLISZYN

(Solid Phase Micro Extraction). Le principe (Figure I1.3) est I’extraction des composés a
partir d’échantillons volatils a I’aide d’une seringue comportant a son extrémité une fibre
en silice fondue recouverte d’un polymeére. La technique permette d’extraire les composés
a partir d’échantillons solides, liquides ou gazeux. L’échantillon est placé dans un vial ou
un équilibre va s’établir, une fois le vial scellé, entre 1’échantillon et I’espace de téte, une
fois la fibre introduite, 1’équilibre va s’établir entre ce dernier et I’espace de téte. La
désorption des composés va se fait en exposant la fibre dans I’injecteur d’un

chromatographe.
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Figure II. 3: Principe de la Technique de la SPME (PALISZYN, 1997)

I1.6. 5- Analyses chromatographiques
I1.6.5.1- Chromatographie en phase gazeuse

Les analyses chromatographiques en phase gazeuse ont été réalisées au laboratoire
a ’aide d’un chromatographe Hewlett-Packard Model 5890 équipé d’un détecteur a
ionisation de flamme (FID) couplé avec un intégrateur électronique. Les conditions
opératoires sont les suivantes: Colonne capillaire type DB-5 (30m x 0,25mm; épaisseur du
film: 0,25um ); gaz vecteur: hélium; injection: mode split avec un rapport de division de
1/100; quantité¢ injectée: 0,1 pl; température de I’injecteur: 250°C; températures du
détecteur: 280°C; mode programme de température: de 60 a 220°C avec une €lévation de
2C/mn.

I1.6.5.2- Couplage CPG-SM

Les analyses par le couplage CPG-SM ont été réalisées avec un appareil de type
Hewlett-Packard MS Autosystem, Model 5971 A. Les molécules sont bombardées par un
faisceau électronique de 70 eV; température de I’injecteur: 180°C. L’appareil peut

analyser une gamme de masse allant de 40 a 400 uma.
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I1.7- Résultats et discussions

I1.7.1 — Teneurs en huiles essentielles

Les HE sont extraites des matériaux végétaux secs (poudre), et les teneurs en HE
sont exprimées en ml d’HE par rapports a 100 gr. de matiére seche (ml/100gr). Le
rendement étant largement variable d’un échantillon a un autre, lisiblement montré par le
Tableau II 2. Ainsi, I’échantillon 04/98 originaire de la station de Tafat (Bougaa), présente
la teneur la plus élevée (5%) par contre le plus faible rendement (0.8%) a été enregistré
avec 1’échantillon 04/02 originaire de la station d’Ain Roua. Cette variabilit¢ du
rendement est liée a plusieurs parametres naturels ou expérimentales. En outre, les teneurs
de nos échantillons comparées aux travaux bibliographiques section Origanum montre que
I’échantillon 04/98 possede une forte teneur en HE par rapports aux autres échantillons
cités (KOKKINI et al, 1991; VOKOU et al, 1993; SEZIK, et al, 1993 et
SCHEFFER et al., 1996).

Tableau IL.2: Les rendements d’HE d’Origan

N° Code des échantillons Rendement en (%) des HE
01 01/98 2.3
02 02/98 2.3
03 03/98 3.1
04 04/98 5.0
05 01/02 1.0
06 02/02 1.0
07 04/02 0.8
08 05/02 1.2
09 06/02 1.0
10 03/02 1.0
11 01/03 1.5
12 02/03 2.4
13 03/03 2.8
14 04/03 1.2
15 05/03 3.0
16 06/03 2.5
17 07/03 1.2
18 08/03 2.2
19 09/03 1.7
20 10/03 2.2
21 11/03 2.6
22 12/03 1.5
23 13/03 1.5
24 14/03 1.2
25 15/03 2.5
26 16/03 2.4
27 17/03 2.5

Rendement est exprimé en ml/100gr. (V/W)
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I1.7.2 — Identification des HE de la méthode classique (Hydrodistillation)

Les différents constituants des huiles essentielles ont ¢été identifiées par
comparaison de leurs spectres de masse avec ceux des composés de basses de données
Adams. L’identification des molécules a été confirmée par comparaison de leurs indices
de rétention avec ceux connus dans la littérature (ADAMS, 1997). Les indices de rétention
des composés ont été calculés grace aux temps de rétention d’une série n-alcanes avec une
interpolation linéaire.

Les Tableaux II.3a (échantillons de I’année 1998), I1.3b (échantillons
de I’année 2002) et I1.3c (échantillons de I’année 2003) regroupent tous les composés que
nous avons ¢té en mesure d’identifier. En effet, 40 composés ont été entierement
caractérisés (Tableau I13a et Figure IL.8, 11.9, I1.10, et II.11) et 31composés de méme
(Tableau II3b et Tableau II3c) et on a ressorti 4 classes de composés: hydrocarbures
monoterpéniques, monoterpénes oxygeénés, sesquiterpenes et autres (reste des composés),
ce qui facilite la comparaison des huiles essentielles de /’Origanum vulgare L. ssp
glandulosum (Desf.) Letswaart

La classe des monoterpenes oxygénés est la plus fortement représentée et s'étend de
58.1 2 92.3%, suivie de la classe d’hydrocarbures monoterpéniques avec une gamme plus
¢tendue de composition (4.5 a 35.7%). Les classes des sesquiterpénes et d'autres (reste des
composés) sont moins représentées.

Cependant, toutes les huiles sont caractérisées par la prédominance de quatre
composants dites majeurs: a savoir le thymol et le carvacrol appartenant aux monoterpenes
oxygeénés; le p-cymene et le y-terpinene, parmi les hydrocarbures monoterpéniques. En
outre, les différences les plus significatives entre les huiles sont dues a la différence
quantitative des quatres composés majeurs, puisque le reste dans les 27 échantillons sont
présents a des exceptions rares en dessous de 1%.

Sur la base de ces résultats, les ¢échantillons d’'Origanum vulgare L.
ssp glandulosum (Desf.) Letswaart étudiés peuvent é&tre insérés dans le groupe de
carvacrol et/ou de thymol, un des groupes dans lesquels les taxons d'Origan ont été
subdivisés (KOKKINI, 1996).

Le Tableau I1.4 montre le rapport des quatre principaux composés majeurs, dont la
teneur varie de 86.9 a 95.2%, ou le thymol est le composant principal dans 15
¢chantillons, le carvacrol dans 9 échantillons et seulement dans trois cas les deux phénols
sont quantitativement comparables. Pour ce qui est des deux hydrocarbures, le p-cyméne
est répandu dans 9 échantillons, le vy-terpinéne dans trois, tandis que dans
les 15 échantillons restants les deux composants sont présents avec des teneurs

semblables.
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Cependant, la teneur des deux couples des composés phénols et hydrocarbures est
complémentairement due au rapport biosynthétique des quatre monoterpénes, comme
précédemment rapporté dans des études semblables (MELEGARI, 1995 et BARATTA, et
al., 1998).

Tableau I1.3a: Composition chimique des HE (échantillons de 1998)

N° de pic Classes des composés/ Composés 01/98 | 02/98 | 03/98 | 04/98
Hydrocarbures monoterpéniques 35.7 31.1 27.2 21.6
3 o-Thujéne 0.7 0.3 0.6 0.5
4 o-Pinéne 0.6 0.5 0.6 0.5
5 Camphene 0.1 0.1 0.1 t
6 B-Pinéne 0.1 0.1 0.1 0.1
9 B-Myrcéne 0.9 1.0 0.8 1.4
10 o-Phellandrene 0.1 0.1 0.1 0.2
11 0-3-Carene 0.1 t 0.1 0.1
12 o-Terpinéne 0.7 1.2 0.7 1.6
13 p-Cyméne 25.8 15.8 18.8 3.6
14 Limonéne 0.3 0.2 0.2 0.2
15 cis-B-Ocimeéne 0.1 0.1 0.1 0.1
16 y-Terpinéne 6.1 11.6 4.8 13.2
18 a-Terpinoléne 0.1 0.1 0.1 0.1
19 Cymeneéne 0.1 t 0.1 t
Monoterpénes oxygénés 58.3 63.5 66.7 73.9
17 trans-Sabinéne hydrate t 0.1 0.1 0.1
20 Linalol 1.1 1.2 1.0 1.0
21 Terpinen-4-ol 0.8 0.6 0.1 0.5
22 p-Cymeéne-8-ol 0.1 t 0.1 t
23 Linalyl proprionate 0.3 0.2 0.3 t
24 a-Terpinéol 0.6 0.5 0.5 0.2
25 trans-Dihydro-carvone t 0.1 0.1 0.4
26 Thymol méthyléther 0.2 0.2 0.2 0.1
27 Carvacrol méthyléther 0.2 0.2 0.4 0.2
28 Thymol 36.7 37.8 10.7 7.7
29 Carvacrol 18.3 22.6 53.2 63.7
Sesquiterpénes 2.7 2.9 2.0 3.2
30 trans-Caryophylléne 0.8 1.1 0.7 1.3
31 a-Bergamoténe t t t t
33 o-Humulene t 0.1 t 0.1
34 trans-p-Farneséne t t t 0.1
35 o—Curcumene t t t t
36 [-Bisaboléne 0.5 0.5 0.3 0.4
37 0-Cadinene t t t 0.1
38 B-Sesquiphellandréne 0.7 0.8 0.5 1.0
39 cis-a-Bisaboléne t t t 0.1
40 Caryophylléne oxide 0.7 0.4 0.5 0.1
Autres (restes des composés) 0.7 0.8 0.8 0.4
1 Hexanal 0.1 t t t
2 3-Heptanone t 0.1 t 0.1
7 1-Octen-3-ol 0.2 0.3 0.2 0.2
8 3-Octanone 0.1 0.2 0.1 0.1
32 4,7,7-Trimethybicyclo[3.3.0]octan-2-one 0.3 0.2 0.5 t

t: traces <0.05 Composés identifiés sur colonne DB — 5
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Tableau I1.3b: Composition chimique des HE (échantillons de 2002)

Node Classe des composés/ 01/02 | 02/02 | 03/02 | 04/02 | 05/02 | 06/02
pic Composés
Hydrocarbures monoterpéniques | 18.4 | 4.5 9.7 4.6 10.7 13.1
2 o-Thujene 0.1 t t t 0.1 0.3
3 o-Pinéne 0.4 0.1 0.1 0.1 0.2 0.3
4 Camphene 0.1 t t t 0.1 t
5 B-Pinéne 0.1 t t t t t
8 B-Myrcéne 0.4 0.2 0.2 1.2 0.3 0.4
9 o-Phellandréne t t t t t 0.1
10 5-3-Careéne t t t t t t
11 o-Terpinéne 06 | 03 0.3 0.2 0.4 0.6
12 p-Cyméne 108 ] 24 | 66 18 | 52 | 57
13 Limonéne 0.3 0.1 0.3 0.1 0.3 0.3
14 y-Terpinéne 5.4 1.3 2.1 1.1 4.0 5.3
15 o-Terpinoléne 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Monoterpénes oxygénés 74 | 91.5 84.9 62.3 82.9 80.7
16 Linalol 0.8 0.5 0.6 0.4 0.6 0.7
17 Endobornéol t t t t t t
18 Terpinen-4-ol t t t t t t
19 p-Cymene-8-ol t t t t t t
20 o-Terpinéol t 0.3 0.1 0.3 1.6 1.3
21 Thymol méthyléther 0.3 t 0.2 0.1 0.3 0.3
22 Carvacrol méthyléther 0.2 t 0.1 0.1 0.1 0.1
23 Thymol 44.6 | 25.0 42.0 26.0 41.4 46.5
24 Carvacrol 28.1 | 65.7 41.9 65.4 38.9 31.8
Sesquiterpénes 3.5 2.8 33 2.9 3.6 3.9
25 B-Caryophylleéne 1.2 | 0.8 0.8 0.8 1.1 1.3
26 o-Humuléne 0.1 0.1 t 0.1 0.1 0.1
27 B-Bisaboléne 1.0 | 0.6 1.0 0.9 1.1 1.1
28 d-Cadinéne t 0.1 t t t t
29 B-Sesquiphellandréne 0.6 | 0.7 0.6 0.4 0.7 0.8
30 cis-a-Bisaboléne 0.2 0.1 0.2 0.3 0.1 0.2
31 Caryophylléne oxide 04 | 04 0.7 0.4 0.5 0.4
Autres (restes des composés) 0.8 0.3 0.2 0.3 0.3 0.6
1 Trans-2-Hexenal 0.1 0.2 t 0.1 0.1 0.2
6 1-Octen-3-ol 0.5 0.1 0.2 0.1 0.2 0.3
7 3-Octanone 0.2 t t 0.1 t 0.1

t: traces <0.05

Composés identifiés sur colonne DB — 5
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Tableau IL.3c: Composition chimique des HE (échantillons de 2003)

deN;ic Classes des Composés/ Composés | 01/03 | 02/03 [ 03/03 | 04/03 | 05/03 | 06/03 | 07/07 | 08/03 | 09/03 | 10/03 | 11/03 | 12/03 | 13/03 | 14/03 | 15/03 | 16/03 | 17/03
Hydrocarbures Monoterpéniques | 35.1 | 23.1 | 314 | 84 21.0 | 364 | 10.1 | 22.8 | 142 | 140 | 114 | 16.8 [ 23.6 5.3 19.6 8.4 32.6
2 o-Thujéne 0.6 0.5 0.7 0.1 0.4 0.7 0.2 0.4 0.1 0.2 0.2 0.3 0.3 0.1 0.4 0.1 0.7
3 o-Pinéne 0.6 0.5 0.6 0.2 0.4 0.7 0.2 0.3 0.4 0.3 0.2 0.5 0.5 0.2 0.4 0.2 0.6
4 Camphéne 0.1 0.1 0.1 t t 0.1 t t 0.1 t t 0.1 0.1 t t t 0.1
5 B-Pinéne 0.1 0.1 0.1 t 0.1 0.1 t 0.1 t t t 0.1 0.1 t t t 0.1
8 B-Myrcéne 1.0 1.0 1.3 0.4 0.8 1.3 0.3 0.7 0.5 0.5 0.5 1.0 0.9 0.3 0.7 0.3 1.5
9 o-Phellandréne 0.1 0.1 0.1 t 0.1 0.2 t 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 t 0.1 t 0.2
10 5-3-Caréne t t t t t t t t t t t t t t t t t
11 o-Terpinéne 1.2 1.1 1.2 0.4 0.9 1.6 0.6 1.3 0.7 0.7 0.6 0.9 1.2 0.4 1.0 0.4 2.0
12 p-Cyméne 185 | 89 | 146 | 3.6 102 | 17.3 3.8 4.8 7.0 5.9 4.4 6.7 9.5 1.7 7.3 3.7 8.0
13 Limonéne 0.5 0.5 0.8 0.2 0.6 0.6 0.2 0.5 0.3 0.5 0.3 0.4 0.4 0.1 0.2 0.3 0.6
14 y-Terpinéne 124 | 102 | 11.7 | 33 7.4 13.7 4.8 14.5 4.9 5.7 5.1 6.7 10.4 2.4 9.4 3.3 18.7
15 o-Terpinoléne 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1 t 0.1 0.1 0.1 t 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Monoterpénes Oxygénés 59.5 | 72.1 | 64.0 | 88.5 | 76.4 | 58.1 | 85.7 | 73.9 | 81.2 | 83.0 | 853 [ 80.2 [ 71.5 [ 92.0 | 764 | 88.3 | 62.6
16 Linalol 0.8 0.7 0.6 0.4 0.6 0.7 0.6 0.7 0.6 0.6 0.6 0.9 0.8 0.5 0.6 0.4 0.7
17 Endobornéol t t t t t t t t t t t t t t t t t
18 Terpinen-4-ol t t t t t t t t t t t t t t t t t
19 p-Cymene-8-ol t t t t t t t t t t t t t t t t t
20 o-Terpinéol 0.1 0.6 t 0.2 0.4 0.3 0.5 0.3 0.4 0.3 0.4 0.5 0.4 0.3 t 0.5 0.5
21 Thymol méthyléther 0.1 0.2 0.1 0.3 t 0.4 0.2 0.3 0.2 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 t 0.1 0.2
22 Carvacrol méthyléther 0.1 0.2 0.1 t t 0.2 0.1 t 0.2 0.1 0.1 0.1 0.2 t t t 0.2
23 Thymol 446 | 288 | 556 | 73.1 | 62.6 | 419 | 51.1 | 60.0 | 28.8 | 62.8 | 47.3 | 20.6 | 31.2 | 185 | 56.2 | 58.0 | 35.7
24 Carvacrol 13.8 | 41.6 | 7.6 145 | 12.8 | 146 | 332 | 126 | 51.0 | 19.0 | 36.8 | 58.0 | 38.7 | 72.6 | 19.6 | 29.3 | 25.3
Sesquiterpénes 3.0 2.4 2.6 24 1.6 2.6 2.9 24 3.0 2.1 2.1 1.2 3.3 1.8 1.7 2.0 2.9
25 B-Caryophylléne 0.8 0.8 0.8 0.6 0.5 0.9 0.8 0.7 0.9 0.7 0.7 0.5 1.1 0.6 0.6 0.6 1.1
26 o-Humuléne 0.1 0.1 0.3 0.1 0.1 0.1 t t 0.1 0.1 t t 0.1 t t 0.1 0.1
27 B-Bisaboléne 1.1 0.7 0.4 0.4 0.3 1.0 0.8 0.7 0.9 0.4 0.4 0.2 0.8 0.4 0.3 0.1 0.9
28 5-Cadinéne t t t t t t t t t t t t 0.5 t t t t
29 B-Sesquiphellandréne 0.5 0.3 0.6 0.7 0.4 0.2 0.8 0.7 0.4 0.5 0.6 0.3 0.2 0.5 0.5 0.4 0.3
30 Cis-o-Bisabolene t 0.2 0.1 t t 0.1 0.1 t 0.3 t t t 0.3 t t 0.5 0.3
31 Caryophylléne oxide 0.5 0.3 0.4 0.6 0.3 0.3 0.4 0.3. 0.4 0.4 0.4 0.2 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2
Autres (restes des composés) 0.7 0.6 0.2 t 0.1 1.1 0.2 0.5 0.8 0.2 0.1 0.3 0.7 0.2 0.1 0.2 0.9
1 Trans-2-Hexenal 0.1 t t t t t t 0.1 0.1 0.1 t 0.1 0.1 0.1 t 0.1 0.1
6 1-Octen-3-ol 0.5 0.4 0.1 t 0.1 0.8 0.2 0.3 0.5 0.1 0.1 0.1 0.4 0.1 0.1 0.1 0.6
7 3-Octanone 0.1 0.2 0.1 t t 0.3 t 0.1 0.2 t t 0.1 0.2 t t t 0.2
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Tableau I1.4: Teneurs des composés majeurs de 1’Origan (échantillons de:1998 - 2002 - 2003)

Composés majeurs / \ - Z des teneurs autres
échantillons p-cymene | y- terpinene thymol carvacrol composés majeurs | (reste des composés)
01/98 25.8 6.1 36.7 18.3 86.9 10.6
02/98 15.8 11.6 37.8 22.6 87.8 10.5
03/98 18.8 4.8 10.7 53.2 87.5 9.2
04/98 3.6 13.2 7.7 63.7 87.5 10.9
01/02 10.8 54 44.6 28.1 88.9 7.8
02/02 2.4 1.3 25.0 65.7 94.4 4.7
03/02 6.6 2.1 42.0 41.9 92.6 5.5
04/02 1.8 1.1 26.0 65.4 94.3 5.8
05/02 5.2 4.0 41.0 38.9 89.1 8.0
06/02 5.7 53 46.5 31.8 89.3 9.0
01/03 18.5 12.4 44.6 13.8 89.3 9.0
02/03 8.9 10.2 28.8 41.6 89.5 8.7
03/03 14.6 11.7 55.6 7.6 89.5 8.7
04/03 3.6 33 73.1 14.5 94.5 4.8
05/03 10.2 7.4 62.6 12.8 93.0 6.1
06/03 17.3 13.7 41.9 14.6 87.5 10.7
07/03 3.8 4.8 51.1 33.2 92.9 6.0
08/03 4.8 14.5 60.0 12.6 91.9 7.7
09/03 7.0 4.9 28.8 51.0 91.7 7.5
10/03 5.9 5.7 62.8 19.0 93.4 5.9
11/03 4.4 5.1 47.3 36.8 93.6 53
12/03 6.7 6.7 20.6 58.0 92.0 6.5
13/03 9.5 10.4 31.2 38.7 89.8 9.3
14/03 1.7 2.4 18.5 72.6 95.2 4.1
15/03 7.3 9.4 56.2 19.6 92.5 53
16/03 3.7 33 58.0 29.3 94.3 4.6
17/03 8.0 18.7 35.7 25.3 87.7 11.3
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Figure I1.8 : Chromatogramme de 1’échantillon 01/98 (Méthode classique)
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I1.7.3 - Identification des HE de la méthode - lavage basique -

La méthode du lavage basique consiste a rassembler les rendements en HE de
plusieurs échantillons d’Origan (Tableau II.7), obtenus par la méthode -classique

d’hydrodistillation.

Tableau I1.7: Mixture des rendements des HE d’Origan

) s . . o
N° | Echantillons Render(r{?/l:;/ )en (%) | Rendement total (2{3/ } V(v))rlgan mixte en (%)
01 01/98 0.63
02 02/03 1.53
03 03/03 1.12
04 04/03 0.87
05 05/03 1.24 7.5
06 06/03 0.91
07 07/02 0.65
08 08/02 0.64

Le poids de la mixture (ou mélange) de huit (8) HE est de 14.56 gr., est versé dans
une colonne de silice (21cm x 40-50mm). Quatre (04) fractions sont obtenues, ces
fractions sont passées au rota a vapeur pour désolvatation puis identifiées quant a leur

composition en HE.

Fraction Solvant Poids

F1 Pentane 1.89 gr.
F2 Pentane-eth,O 3.92 gr.
F3 Cyclo-hexane-eth,O  6.21 gr.
F4 eth,O 0.55 gr.

L’analyse des HE (Origan mixte: F1, F2, F3 et F4) a été effectuée de la méme
procédure que les HE obtenues par hydrodistillation. L’identification des constituants des
échantillons est basée sur la comparaison des indices de rétention et des spectre de masse
avec ceux des composés de références de la littérature (ADAMS, 2001); d’une part, les
résultats des analyses par CPG et CPG/SM des HE mixte d’Origan
(rendement égal a 7.59%) présentées dans le Tableau II.8, dans lequel les composés
identifiés (28 constituants) sont représentés suivant 1’ordre classe des composés
(Hydrocarbures monoterpéniques, Monoterpenes oxygénés, Sesquiterpénes et autres
(restes des composés)). L’HE mixte d’Origan est caractérisée par un taux ¢élevé de thymol
(43.08%), carvacrol (28.97%), p-cymene (13.51%) et y-terpinene (7.43%).

D’autre part, ’analyse des fractions (F1, F2, F3 et F4) met en évidence
8 constituants pour les fractions F1, F2 et F4 et 2 constituants pour la fraction F3.

Les fractions F2, F3 et F4 présentent des teneurs assez remarquables en thymol
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(57.38%, 56,15% et 10.08% respectivement) et de méme pour le carvacrol (21.18%,
43.85% et 33.11% respectivement) (Tab. I1.8); seule la F1 présente une teneur de 52.17%

(p-cymene) et 31.79% (y-terpinéne); presque 84% d’HE de la fraction une, contre 12.65%

de p-cyméne (F2). Linalol, a-terpiniol, thymol et carvacrol constituent les principaux

composés majoritaires d’HE pour la fraction (F4). Un fait mérite d’étre souligné, c’est que

la fraction (F3) présente a elle-méme 2 composés (thymol et carvacrol = alcool) avec une

teneur de 100% de la fraction.

Tableau II.8: Composition chimique d’HE d’Origan mixte (Lavage basique)

No. Classes des composés / Or'i gan Or.igan Or.igan Or'i gan Or.igan
de pic Composés mixte mixte mixte mixte mixte
(F1) (F2) (F3) (F4) Total
Hydrocarbures 92.80 | 2013 00.00 | 0129 | 23.61
monoterpéniques
02 a-thujéne 0.18
03 o-pinéne 1.70 0.49
04 Camphene t
06 B- pinéne t
07 Myrcéne 2.60 0.41 0.58
08 a-phellandréne 0.08
09 A-3-caréne t
10 o-terpinéne 4.54 0.79 1.03
11 p-cymene 52.17 12.65 13.51
12 B-phellandréne 0.09
13 Limonéne 0.16
14 y-terpinéne 31.79 6.28 7.43
15 Dehydroparacyméne t
16 Terpinoléne 1.29 0.06
Monoterpénes oxygénés 00.00 79.08 100.00 72.87 73.76
17 Linalol 0.52 7.29 0.62
18 bornéol 3.36 0.11
19 Terpinéne-4-ol 2.80 0.35
20 a-terpiniol 16.23 0.51
21 Methyl thymol 0.12
22 Thymol 57.38 56.15 10.08 43.08
23 Carvacrol 21.18 43.85 33.11 28.97
Sesquiterpénes 07.02 00.78 00.00 00.00 01.29
24 B-caryophylléne 3.12 0.54
25 a-humuléne t
26 a-bisaboléne 1.90 0.26
27 B-sesquiphyllandréne 2.00 0.28
28 Caryophylléne oxide 0.78 0.21
Autres (restes des 00.00 | 00.00 00.00 | 0277 | 00.14
COmMPposeés)
01 (E)-2-hexenal t
05 1-octen-3-ol 2.77 0.14

t: traces <0.05

Composés identifiés sur colonne DB — 5
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I1.7.4 - Identification des HE de la méthode SPME
Une prise d’essai (1.29gr.) de I’échantillon 04/03 est analysée avec la technique

SPME, la fibre utilisée est de type DVB/CAR/PDMS. La fibre est nettoyée dans un
injecteur a une température de 250°C pendant 10 min., la mati¢re séche en poudre est mise
dans un Vial a moiti¢ du volume (espace de téte) fermé par un septum en silicone, incubé
a une température égale a 30°C pendant 30 min. Apres incubation le septum est pressé afin
de laisser la fibre de pénétrer pendant 10 min. et pour permettre I’adsorption et la
désorption des composés de 1’échantillon. A la fin, la fibre est injectée au CPG-SM pour
identification (BENE, et al., 2001).

L’analyse quantitative a mis en évidence 24 composés (Tableau II 9). Cependant
sur le plan qualitatif quatre composés sont considérés comme particuliérement intéressant:
thymol, carvacrol, p-cymeéne et y-terpinene. Ces composés représentent a peu pres 90.03%
de ’HE total. En outre, des composés existent a [’état de traces a savoir linalol,
a-terpinéol et (E)-2-hexanal ou a faible teneur qui est de l’ordre 0.86% pour le
a-caryophylléne et de 0.09% pour y-terpinoléne et de méme pour a-Phellandréne.

Tableau I1.9: Composition chimique d’HE (échantillon:03/04) par SPME

N° de pic Classe des composés / Composés Echantillon (04/03)
Hydrocarbures monoterpéniques 22.19
2 o-Thujéne 0.15
3 o-Pinéne 0.43
4 Campheéne 0.07
6 -Pinéne 0.06
7 B-Myrcéne 0.7
8 o-Phellandréne 0.09
9 o-Terpinéne 0.77
10 p-Cyméne 11.00
11 Limonéne 0.16
12 y-Terpinéne 7.50
13 a-Terpinoléne 0.09
Monoterpénes oxygénés 72.04
14 Linalol t
15 Endobornéol 0.14
16 Terpinen-4-ol 0.13
17 a-Terpinéol t
18 Thymol méthyléther 0.10
19 Thymol 37.66
20 Carvacrol 33.87
Sesquiterpénes 2.46
21 B-Caryophylléne 0.86
22 -Bisaboléne 0.62
23 B-Sesquiphellandréne 0.44
24 Caryophylléne oxide 0.38
Autres (restes des composés) 0.16
3 (E)-2-hexanal t
7 Octane-1-3-ol 0.16
t: traces <0.05 Composés identifiés sur colonne DB — 5
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Comme synthese et dans le but d’évaluer la comparaison des résultats des huiles
essentielles d’Origan issues des trois méthodes étudiées (hydrodistillation, lavage basique
et SPME), on note que la méthode classique (hydrodistillation) est habituellement utilisée.
Cette dernicre a permis d’identifier le plus grand nombre des composés d’HE
égal a 40 pour les échantillons d’Origan de I’année 1998 (Tableau.ll3a) et 31 composés
pour les échantillons d’Origan de 1’année 2002 et Iannée 2003 (Tableau.ll.3b et
Tableau.Il3c); la deuxiéme méthode (lavage basique) montre la présence de 28 composés
pour I’échantillon Origan mixte (Tableau II.8) et la troisitme méthode SPME
(PAWLISZYN, 1997) enregistre seulement 24 composés pour [’échantillon 04/03
(Tab I1.9). Cependant, d’une maniére générale nous pouvons déduire du point de vue
quantitatif que la méthode classique est la mieux placée pour identifier un maximum de
composés. Par conparaison des travaux de la litérature (KOKKINI, 1996) nos échantillons

confirme la qualité de richesse en HE.

Sur le plan qualitative, la composition chimique des huiles essentielles est variable
selon les trois méthodes, mais on note d’une part, la prédominance de quatre composés
majeurs a savoir le thymol, carvacrol, p-cymene et y-terpiene et d’autre part la classe des
monoterpénes oxygénés est la plus fortement représentée et s’étend de 58,1 a 92.3%
(Tableau II3a, II3b, I13c, I1.8 et I1.9) et 100% (Tableau I1.8 pour la fraction F3), sont

consignés pour les trois méthodes.

De plus, I’hydrodistillation est longue et consomme des quantités assez importantes
de matiere végétale (100 grammes et 3 heures au minimum), cela présente un obstacle
pour toute étude et surtout lorsqu’il s’agit des espeéces endémiques ou tres rares, malgré
que cette dernicre révele apres identification un nombre de composés tres élevé. Pour qui
est du lavage basique, les résultats de I’analyse chimique sélectionné des fractions
d’intérét thérapeutique ou autres, mais cette méthode est treés colteuse du fait qu’elle

utilise beaucoup de produits chimiques.

A partir des résultats de cette étude, on peut dire que la méthode SPME est une
technique intéressante lorsqu’il s’agit de réaliser une analyse qualitative rapide, elle est la
mieux préconisée puisqu’elle consomme moins de matériel végétal, écologique, gain de
temps (quelques minutes) et moins de produits chimiques et au méme temps donne
presque le méme résultat que ce enregistré par rapport aux deux méthodes citées, mais a
I’image de la technique de 1’espace de téte, le dosage des constituants n’est pas toujours

reproductible (VEREEN, et al. 2000).
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Chapi tre II1

Etude de l’activité antioxydante et
antiradicalaire des huiles essentielles de
l1’Origanum vulgare L.
ssp glandulusum(Desf.)Letswaart



ITI.1 — Les Antioxydants

L’oxydation est I’une des causes principales de la détérioration chimique, ayant pour
résultat la rancidité et / ou la détérioration de la qualité nutritionnelle, couleur, saveur,
texture et streté des nourritures (ANTOLOVICH et al., 2002). Plusieurs méthodes sont
utilisées pour mesurer les activités antioxydantes des extraits volatils des plantes
(DONALD, al., 2001 et ARNAO et al., 1999). Pour évaluer I’activité antiradicalaire ou
antioxydante, nous avons utilis¢ la méthode du DPPH (2,2-phényl-1-picrylhydrazyl) et de
TBARS (thiobarbituric acid reactive substances).

Un grand nombre de rapports concernés par 1’activité antioxydante ou
antiradicalaire de I’huile essentielle d’Origan par rapport a sa composition chimique ont été
examinés (KULSIC et al., 2004). En outre, la comparaison des résultats de différentes
expériences est souvent compliquée par le fait que I’activité d’une plante spécifique change
selon le pays dans lequel elle a ét¢ développée (son écologie) (MADSEN et al., 1995;
MOLYNEUX, 2004 CAPECKA et al., 2005; et POLITEO et al., 2006).

II1.1.1- Définition

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques (BOYD et al., 2003), ce sont des composés qui
réagissent avec les radicaux libres en formant, soit, des produits finis non radicaux, soit,
interrompent la réaction en chaine de peroxydation 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 I’énergie excédentaire de 1’oxygene singlet pour la transformer en

chaleur (VANSANT, 2004).

II1.1.2- Les types d’antioxydants
Les antioxydants ce sont de deux types, I’'un endogéne et 1’autre naturel,

# Les antioxydants endogenes sont issus d’un systéme de défense primaire (composé
d’enzyme et de substances antioxydantes, d une part comme exemple :
- La superoxyde distumase (SOD): diminue la durée de vie de 1’anion
superoxyde O,- .
- La catalase: transforme le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) en simple molécule
d’eau .
- La glutathion peroxydase (GPx): détruit le peroxyde d’hydrogene et les
peroxydes lipidiques.
- Les molécules piégeurs: la glutathion (GSH), I’acide urique, les protéines a
groupement thiols, ubiquinone, ...etc.
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D’autre part, un systtme de défense secondaire, comme exemple: Composé
d’enzymes protéolytiques, des phospholipases, des ADN endonucléase et ligase et des
macroxyprotéinases (PINCEMALIL et al., 1998).

# Les antioxydants naturels sont plusieurs et variés a savoir: la vitamine E,
les caroténoides; la vitamine C, 1’acide a-lipoique, des flavonols (catéchine, flavan-3-ols) et

certaines huiles volatiles.

IT11.2 Méthode d’étude de I’activité antioxydante par test TBARS
I11.2.1 Matériel et méthode

Le test TBARS est utilis¢ pour mesurer la capacité du potentiel antioxydant des
¢léments (WONG et al, 1995), réalisé sur le jaune d’ceuf, généralement riche en lipide
(NOBLE et al,. 1995). Bref, les étapes de la méthode sont représentées selon la figure I11.1

ci-dessous:

0,5 ml de Kcl (10%) + Jaune d’ceuf

0,1 ml d’HE solubilis¢ dans le MeOH et ajusté a 1 ml par 1’eau distillé

.

Oxydation \’;> 0,05 ml 2,2’-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochlorides

(ABAP) (007 M) ajouté aux échantillons d’HE
+
1,5 ml d’Acide acétique (20 %) pH 1,5 ml ( 0,8 %) TBA (Acide Thiobarbiturique)
[ v v
> dans le SDS (1,1%) ‘Dodécyl sulfate de sodium’
v
Chauffage }j Mélange chauffé a 95°C pendant 60 mn
v
Refroidissement Apres refroidissement ajout de 5 ml de butan-1-ol
a chaque échantillons

\ 4

Centrifugation a 3000 tr. pendant 10 mn ~ ————~ Mesure de ’absorption a 532 nm

Figure IILI.1: Schéma directif de la méthode TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances)
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Le calcul de la capacité¢ d’antioxydant se fait par la formule de DORMAN et al.
(1995), basée sur le calcul de pourcentage d’indice d’antioxydant Al(%), par lequel montre
le changement de degré de chaque (HE: chaque échantillon) lorsque le contréle de la

peroxydation soit complet.

TA(%) = (1-T/C) x 100

Avec
T: Valeur d’absorption de 1’échantillon a 532 nm.
C: Valeur d’absorption de controle d’oxydation.
I : Indice
A: Antioxydation
I11.2.2 - Résultats et discussions

L’activité antioxydante des ressources naturels est étudiée sans cesse, et plusieurs
plantes aromatiques incluant des espeéces d’Origan, ont données des résultats prometteurs
(LAGUORI et al., 1993 et BARATTA et al., 1998), poursuivant notre recherche sur 1’étude
de nouvel antioxydant, I’utilisation de la méthode TBARS est adoptée pour évaluer la
capacité protectrice des substances des HE d’Origan.

Le Tableau III.1 énumeére les résultats de cette étude, toutes les huiles ont montrées
une activité antioxydante protectrice élevé, méme a des concentrations basse (100 ppm).
Effectivement le comportement des quatre huiles est tout a fait semblable et peut étre
attribué a la présence de mémes composées.

En particulier, le quatrieme échantillon (Tafat: 04/98) a manifesté a une activité
légerement plus ¢éleveé (52,8%), particulierement a la plus basse concentration (100 ppm),
puis peut étre expliqué par la teneur la plus élevée des composés actifs dont 1’efficacité
antioxydante a ¢été récemment montrée en méme
(RUBERTO et al., 2000).

Tableau III.1: Activité antioxydante exprimée en indice antioxydant (IA %) d’HE
d’Origanum glandulosum Desf. et a-tocopherol et BHT?

appliquant la analyse

Echantillon | code | 1000 ppm (%) 500 ppm (%) 100 ppm (%)
Ouled Iyche 01/98 63,2+2,8 59,5+0,8 47,6 £2,1
Djebel Megriss | 02/98 66,2 +0,3 59,5+ 0,4 48,8+ 1.2
Anini 03/98 66,3+ 1,4 57,3+3,8 47,8 +1,3
Tafat 04/98 67,9+0,6 61,8+ 1,0 52,8+0,2
a-tocopherol - 93,5+0,1 89,3 +0,9 82,6 £0,1
BHT - 78,6+ 1,1 71,4+0,2 65,023
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L’indice antioxydant de y-terpinéne, carvacrol et thymol a 100 ppm est 61,6, 59,1 et
25,5 respectivement (il devrait souligner, que 1’activité du thymol dépend fortement de la
concentration), tandis que ce du p-cymeéne est de 14,9. Cependant, les quantités de ces
composants des HE d’Origanum glandulosum Desf. a leur efficacité en tant que composés
purs dans le model suivi (DORMAN et al., 1995), il semble que les activités d’HE sont
¢levées que la somme des activités de chaque composant, donc un effet synergique modéré

plutdt qu’une action additive de composants, plus actifs doit étre considérée.

I11.3 Méthode d’étude de ’activité anti radicalaire par test DPPH
I11.3.1- Matériel et méthode
I11.3.1-1 Matériel chimique

- Les HE essentielles de I’Origan (Echantillons)

- Le 2,2-phényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical stable et qui peut se conserver sous

certaines conditions a 1’état libre. Sa formule moléculaire est la suivante

(Figure II1.2) :
] ]
o '!z ™ o~ =E o
g g 2
E‘ z
) =)

Diphénylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphénylpicrylhydrazyl (non radical )
Figure I1L.2: Forme libre et réduite du DPPH (MOLYNEUX, 2004)

Pour A = 517 nm la solution du radical DPPH dans le méthanol est de couleur violette.
L’activité d’une substance vis-a-vis du radical DPPH se traduit par un changement de
coloration passant du violet au jaune. Il est donc possible de suivre par spectrophotométrie
les variations de la densité¢ optique (DO) de la solution alcoolique du radical DPPH en
présence de la substance végétale étudiée (ici 1'Origanum vulgare L. ssp glandulosum

(Dest.) Letswaart
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I11.3.2- Méthode de préparation, essai et expressions des résultats du DPPH
a- Préparation de la solution DPPH

Le DPPH 2,2-phényl-1-picrylhydrazyl de formule chimique (C;3H;,NsO¢) avec

M=394.33), est solubilisé¢ dans du méthanol absolu pour en avoir une solution de 2 ml.

b- Solution d’extrait (HE d’Origan)

Pour le test des différents échantillons d’HE ont été préparés par dissolution dans le
méthanol absolu (PANICHAYUKARAUT et al., 2004), 25 pul d’HE ajoutés a 5 ml de
MeOH (Méthanol) formant un mélange (mixture), et des mesures pris a des intervalles de
temps pour voir [’activité antiradicalaire, avec des volumes variables du mélange

(HE-MeOH), 10 pl, 15 pl et 20 pl respectivement.

c- Test DPPH (1,1-diphyényl-2-picrylhydrazyl)

L’activité antiradicalaire des huiles essentielles d’Origan a été évaluée par le DPPH
(1,1-diphyényl-2-picrylhydrazyl) en suivant un protocole adapté de BRAND-WILLIAMS et
al. (1995). Des quantités du mélange de 10 pl, 15 pl et 20 pl sont déposées dans des tubes a
essai secs et stériles fermés et 2 ml de la solution DPPH est ajoutée au mélange a différentes
concentrations (Figure II1.3), Ce réactif (DPPH) est un radical stable qui, réduit par des
capteurs de radicaux (pouvoir du piégeage), passe du pourpre au jaune, révélant ainsi les
composés avec une activité antiradicalaire, et pour chaque concentration, le test est répété 3
fois. La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance (ou densité optique DO)
a 515 nm par un spectrophotomeétre couplé a un enregistreur qui affiche les différentes

valeurs obtenues (Figure III 4 et III 5).

d- Expression des résultats

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH de
50%, aussi bien que la puissance antiradicalaire, les résultats sont exprimés en activité
antiradicalaire. L’ activité antiradicalaire, qui exprime les capacités de piéger le radical libre
est estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol,
I’activité antioxydante ‘’SCsy = concentration correspondant a 50% d’inhibition’” est

donnée par la formule suivante:

% inhibition (SCSO) =A ABSDPPH -A ABSDPPH (HE) Avec une: ABSSlSnm =9

A ABS et
[DPPH]=2x 10*M
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Huile essentielle d’Origan

Concentration
(HE-HeOH + DPPH)

Tube a essai

Numeérotation

(25 pl)
+
Méthanol (MeOH)
(5 ml)
Mixture (HE et MeOH)

20ul | 20ul | 20pl 15ul | 15ul | 15pl 10pl | 10pnl | 10pl
- - - - + + + + +
2ml | 2ml | 2 ml 2ml |2ml | 2 ml 2ml |2ml |2 ml
(0] @ | 3 @ |1 [ N 16 109

— =

LECTURE DES ECHANTILLONS PAR L’U VISIBLE avec
ABSSIS nm— 2

Figure II1.3: Démarche de préparation et calcul de 1’activité antiradicalaire
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Figure II1.4: SCs, des échantillons des huiles essentielles d’Origan
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Figure III. 5: Relation entre SCs,, thymol et carvacrol
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I11.3.3 Test DPPH (1,1-diphyényl-2 picrylhdrazle)

a- Scavenging activité des HE:

L’activité antiradicalaire d’HE, a été évaluée selon une version modifiée de la
méthode de BRAND-WILLIAMS et al., (1995). La concentration initiale de DPPH en
MeOH est de 184 uM, ¢était mesurée pour chaque calibrage dans une cuve a une
absorption égale a 515 nm pour [’échantillon standard de DPPH a différentes
concentrations ; dans une cuvette de quartz (Icm) . L’équation est une courbe déterminée
par une régression linéaire: ABSs;5 ,m= 10865 [DPPH]. Les HE solubilisées en MeOH,
sont ajoutées a 2 ml de DPPH; le mélange a ét¢ homogénéisé et incubé pendant 16h a
I’obscurité a une température de 25°C. Le mélange ou mixture a été maintenu a 1’état
d’équilibre avec un spectrophotomeétre type Perkin Elmer UV-Visible model Lambda 25.

Pour chaque échantillon d’HE, trois concentrations différentes sont mesurées dont
le potentiel radicalaire du DPPH diminu avec le temps, et chaque point a été acquise en
triple (trois fois). Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage (%) de la

concentration de DPPH des échantillons d’HE solubilisées mis dans la cuvette:

% DPPH (nl/ml) = ABS,-ABS x 100.

ABS,
La concentration (nl/ml) de SCs, (concentration correspondant a 50% d’inhibition) des HE

est exprimée au bout duquel 50% du potentiel radicalaire DPPH initial est atteint dans les

conditions expérimentales données.

b- La détermination du facteur stéréochimique du thymol et carvacrol

Le nombre total des radicaux libres de DPPH atteint par une molécule de phénol,
c’est a dire le facteur stéréochimique (n), a été déterminé en permettant & une petite
quantit¢ de phénol de réagir avec un exces de DPPH. Typiquement, a une solution de
MeOH-DPPH (184 uM; Apax 515 nm; € = 10865 M'em™), une quantité de 10-50 pl de
solution phénolique (carvacrol et thymol 8 mM) est rapidement ajoutée a la solution et
incubée a 1’obscurité pendant 16 h. Apres, une mesure de 1’absorption de la solution a été
faite lorsque le pouvoir radicalaire est disparu d’aprés le calcul de la formule suivante
ABS, — ABS —6n Le facteur stoechiométrique a été calculé 10865 divisant le mol/l de
DPPH éteint par le mol/l des phénols supplémentaires. Les valeurs sont la moyenne de

9 déterminations pour chaqu’un des phénols.

53



I11.3.4 - Résultats et discussions

Les résultats globaux du test DPPH des HE d’Origanum vulgare ssp glandulosum
(Dest.) Letswwart sont rapportées en Figure I11.4. Les valeurs de la SCs, obtenues varient
de 33,8 - 55,7 nl/ml représentant effectivement un bon antioxydant du model adopté.

De méme qu’habituel dans beaucoup d’exemples analogues, il est plutdt difficile
de trouver un rapport direct et raisonnable entre I’activité observée et la complexité de la
composition des HE analysées. Cependant, il est bien évident que les échantillons avec
une activité plus marquée soient ceux avec un taux plus ¢élevé de thymol, a savoir les
échantillons: 04/03, 05/03, 08/03, 10/03, 15/03 et 16/03 (Figures II1.5), réciproquement les
¢chantillons avec un taux plus élevé de carvacrol montrent décidément une activité plus
basse. En outre, le model adopté¢ de DPPH est particulierement approprie aux phénols
(GOUPY et al., 2003), tandis que les autres composés comme, y-terpinéne et p-cymene,
au moins en conditions expérimentales utilisées ici, 1’activité dans le cas échéant est
méconnue (données non disponibles). Par conséquent, pour ces raisons effectivement nous
avons déterminé¢ Dactivité du thymol et du carvacrol dans les mémes conditions
expérimentales décrites pour les HE, mesurant le facteur stéréochimique (n) des deux

phénols, a savoir tout le nombre des radicaux de DPPH ¢éliminé par la molécule du phénol.
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Chapi tre IV

Etude de l’activité antimicrobienne
des huiles essentielles
de 1’Origanum vulgare L.
ssp glandulusum(Desf.)Letswaart



IV.1- Pouvoir antimicrobien des HE

L’effet antimicrobien des HE est connu et utilisé depuis longtemps. VALNET et al.

(1978) ont montré que les HE sont efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques et
qu’elles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des
bactéries que celles des levures et moisissures.
L’activité antifongique des HE a été déja montrée pour de nombreux travaux. Sur les
levures, 1’effet antimicrobien des essences de Thym, d’Origan et de Sarriette se traduit par
une diminution de la taille des colonies de Saccharomyces cerivisiae. De méme sur la
biomasse et la production de Pseudomycelium de certaines levures contaminant les
denrées alimentaires (BOUCHIKHI, 1994).

Sur les moisissures, les HE inhibent la germination des spores, 1’élongation des
filaments mycéliens, la sporulation et la toxinogénese (BULLERMAN et al., 1977,
THOMPSON, 1986, TANTAOUI-ELARAKI et al, 1992; TANTAOUI-ELARAKI
et al., 1993b).

Une étude menée par REMMAL (1994) a montrée également un effet antiviral des HE
d’Origan et de Girofle sur le virus de la maladie de Newcastle (Paramyxovirus) et sur
I’Herpes simple.

L’activité¢ antimicrobienne des huiles essentielles est due principalement a leur
composition chimique et en particulier a la nature de leurs composés majoritaires
(SIMEON de BUOCHBERG et al., 1976).

En effet, il est admis que I’activité antimicrobienne des huiles essentielles se classe
dans l’ordre décroisant suivant la nature de leurs composé€s majoritaires: Phénols >
Alcools > Aldéhydes > Cétones > Oxydes > Hydrocarbures > Esters (LEE et al., 1971 et
FRANCHOMME, 1981b). L’effet des composés quantitativement minoritaires n’est
parfois pas négligeable (LATTAOUI, 1989, TANTAOUI-ELARAKI et al. , 1993a).

IV.2- Les principales techniques de déterminations de P’activité antibactérienne
des huiles essentielles

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antibactérien des HE a une grande
influence sur les résultats. Des difficultés pratiques viennent de 1’insolubilité¢ des
constituants des HE dans I’eau, de leur volatilité et de la nécessité de les tester a faibles

concentrations. Les techniques existantes se répartissent en trois catégories principales.

IV.2.1- Technique en phase vapeur ou méthode des micro-atmosphéres
Elle permet d’évaluer 1’activité bactériostatistique des essences diffusant dans la

micro-atmospheére close contenue entre le couvercle d’une boite de Pétri et la surface du
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milieu par la modification de culture observée par rapport a un témoin.
Sur le couvercle de la boite est déposé un disque de papier filtre imprégné de I’HE.
Les boites sont incubées couvercle en dessous (GRUBB, 1959). La lecture des résultats se
fait soit en notant la réduction du nombre de colonies par rapport a la culture témoin
(KELLNER et KOBERT, 1956), soit par la mesure des zones d’inhibition de la culture si
le disque est placé au centre du couvercle de la boite (MARUZZELLA, 1963 et
SARBACH, 1962).

La technique s’applique a des essences pures non dilués, ce qui évite les problémes
liés a leur solubilisation. Seule 1’activité de la fraction volatile est déterminée, ce qui

présente un intérét dans le cas des produits destinés a agir par vaporisation.
IV.2.2-Technique de contact direct en milieu liquide

Cette méthode consiste a déposer un disque de papier buvard imprégné d’une
quantité¢ déterminée d’HE au fond d’un tube contenant un bouillon de culture ensemencé
de bactéries (SARBACH, 1962).

Plus tard, ALLEGRINI et SIMEON de BUOCHBERG (1972) ont dispersés les HE
dans une solution de détergent (Twenn 80). MORRIS et al. (1979) ont solubilisés les HE
dans 1’éthanol avant de les introduire dans le bouillon de culture. En faisant varier les
concentrations d’HE, on peut déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI)

et, par repiquage on peut déterminer les concentrations minimales bactéricides (CMB).

IV.2.3-Technique de contact direct en milieu solide

Cette méthode est réalisée par diffusion en gélose en utilisant des disques de
cellulose imprégné d’une quantit¢ connue d’HE (antibioaromatogramme) ou par des
cavités creusées dans la gélose et remplies d’HE. Aprés incubation, la lecture des résultats
se fait par mesure des diametres des auréoles d’inhibition obtenues sur la gélose
ensemencée en surface par des bactéries. Cette technique est parfois améliorée par
I’utilisation de détergents pour faciliter la diffusion de ’'HE dans la gélose. Cette méthode
est en général utilisée pour la présélection de 1’activité antimicrobienne des HE car :

- le diametre d’inhibition n’est pas une mesure directe de 1’activité antimicrobienne
des HE car leurs différents constituants ne diffusent pas tous de la méme fagon dans le
milieu gélosé.

- le diamétre d’inhibition varie en fonction de la densit¢ de I’inoculum et de

I’épaisseur du milieu de (JANSSEN et al., 1986)
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IV.3-Détermination des CMI et CMB par dispersion des HE dans le milieu de
culture

La détermination des CMI et CMB par contact direct en milieu gélosé ou liquide,
consiste a disperser I’agent antimicrobien en concentration variable de fagon homogene et
stable dans le milieu de culture du germe étudié (DRUGEON et al., 1991).

Cette détermination est tres fiable et reproductible pour les agents antimicrobiens
hydrosolubles, elle pose un probléme de diffusion et d’homogénéité de dispersion avec
les HE qui ont une tres faible solubilité dans les milieux de cultures aqueux. Ce probléme
a été résolu en partie par I’utilisation d’émulsions des HE dans des solutions de différents
détergents comme le Tween 20 et le Tween 80 (ALLEGRINI et al., 1973, PELLECUER
et al., BENDJILALI et al., 1986) et de solvants comme I’éthanol (BEYLIER-MAUREL,
1976, SIMEON de BUOCHBERG, 1976).

L’utilisation des solvants et des détergents permet donc d’avoir une dispersion
homogene des HE dans les milieux liquides et une bonne diffusion dans les milieux
gélosés, mais elle suscite plusieurs critiques.

L’origine de ces critiques est la difficulté de déterminer le meilleur détergent ou le
meilleur solvant et aussi déterminer les bonnes concentrations pour obtenir des CMI et des

CMB reproductibles et comparables entre les différents manipulateurs.

IV.4- Matériels et méthodes

IV.4.1- Les huiles essentielles

Les HE utilisées dans cette étude sont celle de 1’Origanum vulgarre L. ssp
glandulosum (Desf.) Letswaart dont leurs concentrations sont enregistrées dans
le Tableau IV.1. Les huiles essentielles ont été analysées par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (GC-MS).

En outre, les huiles essentielles sont classées parmi les cinqg majeures possédant les
plus grandes activités antimicrobiennes testées par la méthode de ’antibioaromatogramme

(JANSSEN et al., 1987).

IV.4.2- Les souches microbiennes

Six souches microbiennes standards provenant de la collection de culture type
Américain (ATCC) ont été utilisées: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25853, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococus hirae ATCC
10541, Candida albicans ATCC 10231 et Candida tropicalis ATCC 20336.
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IV.4.3 - Les milieux de culture

Les milieux de culture utilisés sont les bouillons: Muller-Hinton (BMH) et
Dextrose de Sabouraud (BDS) (Annexe 2).

IV.4.4 - Les agents de surface

Les détergents utilisés dans ce travail sont le Tween 80 et le Triton 1% (Merck).

L’¢thanol absolu utilisé aussi comme agent dispersant.

IV.4.5 - Démarche méthodologique de cette étude

L’¢étude de Dl’activité antimicrobienne des HE a été évaluée par la méthode des
disques de diffusion en milieu solide et la détermination de la concentration minimale

inhibitrice (CMI).

IV.4.5.1- Test antimicrobien

La méthode des disques de diffusion en milieu solide a été utilisée pour la
détermination des activités antimicrobiennes des HE de 1’étude (NCCLS, 1997).
Les inoculums bactériens ont ét¢ préparés dans le Bouillon de Muller - Hinton
(BMH, Oxoid), a 37°C pendant 16 h, et les inoculums fongiques dans le Bouillon de
dextrose Sabouraud (BDS) a 30°C.

Aprés une nuit, toutes les cultures de bouillons ont été ajustées a 1x108
organismes/ml, puis inoculées sur 20 ml de Muller - Hinton Agar (AMH) et ADS pour les
bactéries et les champignons avant I’utilisation respectivement.

Des disques de papier filtre (Wattman) de 6mm de diametre stériles ont été placés
sur les milieux en et immédiatement imbibés de 20ul d’HE (dans 1’éthanol absolu dilué,
1:50 v/v).

Cinq disques (Quatre disques imbibés d’HE et un de 1’éthanol pure comme
témoin), ont été¢ placés sur chaque boite de Pétri. Pendant une heure a la température
ambiante, les HE ont diffusées a travers 1’ Agar, apres, toutes les boites ont été incubées a

37°C pendant 24h (Bactéries) et 30°C pendant 48 pour les Mycétes.

Le diamétre de la zone d’inhibition de croissance, autour de chaque disque a été
alors mesuré (en mm) et enregistré (AURELI et al., 1992).

Afin d’améliorer la solubilité de I’huile, un agent dispersant (Tween 80, Triton ), a
été ajouté a différentes concentrations (0.1 et 1%), au milieu de croissance ou aux huiles
essentielles avant I’inoculation de papier disques. L’essai est effectué en triplicata et dans

trois analyses indépendantes.
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I1V.4.5.2-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’¢tude de la CMI des HE, a été déterminée par la méthode de micro-dilution du
Bouillon, selon les directives établies par «National Committee for Clinical Laboratory
Standard» (NCCLS, 1999).

La concentration finale de I’inoculum a été ajustée approximativement a 5 x 105
CFU/ml selon I’échelle de Mac Farland. Des doubles dilutions, 500 a 0,46 pg/ml et 400 a
0,39 pg/ml des HE a étudier ont été préparées simultanément dans le BMH pour les
bactéries et dans le BAS pour les champignons.

Les boites de Pétri ont été ensuite incubés a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et
a 30°C pendant 48°C pour les champignons (Levures). La CMI est déterminée par la plus
faible concentration d’HE ayant donnée une inhibition totale de la croissance visible en
bouillon (KARAPINAR et AKTUG, 1987, HAMMER et al., 1999; DELAQUIS et al.,

2002).Toutes les déterminations ont été répétées trois fois, dans trois essais indépendants.

IV.5- Résultats et discussions

Les HE d’Origan, étaient inhibiteurs de la croissance de toutes les souches
microbiennes testées (Figure IV.1), a savoir les bactéries Gram-positifs, et les bactéries
Gram-négatifs, ainsi que pour les levures. Le témoin (Alcool absolu) n’a montré aucun
effet inhibiteur sur les souches microbiennes utilisées.

Les propriétés antimicrobiennes des HE ont été, en grande partie, attribuées a la
présence des composants phénoliques (DORMAN et DEANS, 2000; ULTEE et a/., 2002).
Le thymol et le carvacrol, par exemple, semblent rendre la membrane de la cellule
perméable (LAMBERT et al., 2001) et étre 1égérement plus actifs contre des bactéries a
Gram-positif que les bactéries a Gram-négatif (JULIANO et al., 2000; RUBERTO et al.,
2000; CANILLAC et MOUREY, 2001; HARPAZ et al., 2003). On a suggéré que les
microorganismes a Gram-négatif puissent étre moins sensibles a I’action des HE puisqu’ils
possedent une membrane externe entourant la paroi cellulaire (RATLEDGE et
WILKINSON, 1988) qui limite la diffusion des composés hydrophobes a travers ses
lipopolysaccharides (VAARA, 1992).

Toutes les souches microbiennes étudiées des HE (bactéries Gram-positifs,
bactéries Gram-négatifs et levures), étaient sensibles a I’activité cytotoxique, bien qu’on
ne puisse observer aucune différence évidente dans leur sensibilité. Cependant, prises
toutes ensemble, les valeurs des zones d’inhibition (mesurées sans addition de Tween 80)

et les CMIs présentent 1’ordre suivant de la sensibilit¢ aux HE:
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C. albicans > S. aureus > E. coli > C. tropicalis > P. aeruginosa > E. hirae
(Figure IV.1). En outre, on a observé un niveau pareil de la toxicité pour toutes les huiles
testées; avec des valeurs de CMI s’étendant de 31,25 pg/ml a 125,00 pg/ml, ces données
s’accordent avec celles rapportées par d’autres auteurs (RUBERTO et al., 2000;
PINTORE et al, 2002; WILKINSON et al., 2003) au sujet de la faible sensibilité
de P. aeruginosa aux HE d’Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf.) Letswaart.

Les HE essentielles sont des mélanges complexes, volatiles, insolubles dans 1’eau
et visqueux, et les tests antimicrobiens doivent €tre optimisés en tenant compte de ces
facteurs (JANSSEN et al., 1987). Les émulsifiants non ioniques, tels que le Tween 20 et le
Tween 80, sont largement utilisés comme des agents émulsifiants, malgré que dans la
méthode de diffusion ils peuvent avoir un impact négatif (KIM et al., 1995;
HARKENTHAL et al.,1999). L’efficacit¢ d’HE contre des microorganismes a diminuée
avec I’augmentation de la concentration du Tween 80. Cet effet pourrait étre provoqué par
I’augmentation de la solubilit¢ des constituants d’HE dans 1’eau, parallélement a la
diminution de la solubilité dans les membranes cellulaires (KALEMBA et KUNICKA,
2003; HOOD et al., 2003).

Dans cette étude, 1’addition du Tween 80 a I’huile ou a I’Agar a une influence
remarquable sur ’activité antimicrobienne des HE contre toutes les souches microbiennes
utilisées, diminuant la zone d’inhibition d’une manieére dépendante de la concentration et
causant une disparition compléte de la zone d’inhibition une fois incorporée a une
concentration de 1% a I’Agar (Figure IV.2). Les résultats obtenus en présence
de Tween 80 démontrent que l'activité¢ cytotoxique des HE est liée aux caractéristiques
physico-chimiques de leurs composants. Elle dépend également des souches microbiennes
utilisées et ainsi, trés plus probablement de la composition chimique de leurs couches
externes.

En fait, contre des Gram négatifs 'incorporation de Tween 80 a I'Agar et a huile a
toujours déterminé une absence totale de zones d'inhibition, excepté les échantillons 02/02
et 01/03 dont la concentration du Tween 80 est de 0.1%. En outre, quelques huiles
incorporées avec une concentration de 0.1% du Tween 80, paraissent inactives contre
S. aureus (6 huiles) et E. hirae (18 huiles), alors que I'addition du Tween 80 a 0.1%

n'influence pas 1'activité des huiles étudiées contre les especes de Candida.
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Tableau IV.1: Résultats de ’activité antimicrobienne des HE d’Origan

C. albicans C. tropicalis S. aureus E. hirae E. coli P. aeruginosa
Zone d’inhibition Zone d’inhibition Zone d’inhibition Zone d’inhibition
(mm)’ (mm)’ (mm)* (mm)’ . Zone. . zone

Echan. Tween 80 MIC Tween 80 MIC Tween 80° MIC Tween 80° MIC | d 1nh1b1tC10n MIC d 1nh1b1téon MIC

eon| HE | HE | Agar | €™ | Bon | HE | HE | agar | M¥™ | Eon | HE | Agar | “¥™ | BoH | HE | Agar | “EM | (mm | (ugmb o (mm)©o (kgD

g g & g EtOH EtOH
1% | 0.1% | 0.1% 1% | 0.1% | 0.1% 0.1% | 0.1% 0.1% 0.1%

01/02 | 15 - 11 13 62.50 12 - 10 11 62.50 15 11 11 62.50 8 - - 100.00 10 62.50 10 100.00
02/02 | 18 11 13 15 62.50 16 9 9 14 62.50 14 12 11 62.50 9 - 10 100.00 16 31.25 14 50.00
03/02 | 10 - 8 - 125.00 10 - 8 - 125.00 14 - 10 62.50 8 - - 125.00 10 62.50 10 100.00
04/02 - - 9 - 62.50 - - 10 - 62.50 - - - 62.50 - - - 62.50 - 62.50 - 62.50
05/02 | 13 - 9 - 62.50 10 - 9 - 62.50 15 - - 62.50 10 - - 62.50 13 62.50 12 62.50
06/02 | 13 - 8 - 100.00 13 - 10 10 62.50 13 - - 100.00 11 - - 100.00 13 62.50 11 100.00
01/03 | 13 - 10 8 62.50 12 - 9 9 62.50 15 12 10 62.50 - 8 - 125.00 9 125.00 13 62.50
02/03 | 15 - 12 - 62.50 12 - 8 10 62.50 15 13 11 62.50 8 - - 100.00 10 100.00 9 100.00
03/03 | 14 - 8 - 62.50 10 - 9 10 62.50 14 12 10 62.50 8 - - 100.00 16 31.25 10 100.00
04/03 | 15 8 11 10 62.50 10 - 8 9 62.50 15 10 11 62.50 13 - - 100.00 16 31.25 11 100.00
05/03 | 15 - 10 - 62.50 11 - 9 11 62.50 15 12 11 62.50 12 - - 62.50 18 31.25 13 50.00
06/03 | 15 - 8 - 31.25 10 - 8 - 62.50 16 13 8 62.50 8 - - 100.00 15 31.25 13 50.00
07/03 | 18 - 11 - 31.25 10 - 11 - 62.50 14 - - 62.50 - - - 62.50 15 31.25 11 100.00
08/03 | 16 - 10 14 31.25 12 - 9 12 62.50 12 10 10 62.50 8 - - 125.00 15 50.00 10 100.00
09/03 | 14 - 12 - 62.50 12 - 10 12 62.50 12 10 11 62.50 - - - 125.00 12 62.50 9 100.00
10/03 | 15 - 11 13 62.50 10 - 11 14 62.50 12 11 11 62.50 8 9 - 100.00 12 62.50 9 100.00
11/03 | 17 9 12 15 62.50 12 - 12 14 62.50 13 11 12 62.50 13 10 10 62.50 12 62.50 10 100.00
12/03 | 17 8 11 14 62.50 10 - 10 - 62.50 14 11 13 62.50 - - - 100.00 13 62.50 9 100.00
13/03 | 15 9 11 10 62.50 12 - 9 10 62.50 14 9 10 62.50 8 - - 100.00 12 62.50 12 62.50
14/03 | 17 12 10 13 62.50 12 11 10 10 62.50 10 - - 100.00 7 - - 100.00 12 62.50 10 100.00
15/03 | 12 - 10 - 100.00 14 - 10 11 50.00 13 11 11 62.50 9 9 11 100.00 12 62.50 9 100.00
16/03 | 15 - 12 - 25.00 15 - 10 10 31.25 11 10 - 100.00 8 8 11 100.00 11 62.50 9 100.00
17/03 | 13 - 9 - 62.50 15 - 10 10 31.25 11 9 - 100.00 - - - 100.00 11 62.50 10 62.50

* Seulement les échantillons 02/02 et 10/03 auquels est ajouté Tween 1% ont montré des zones d’inhibition

" Pas de zones d’inhibition avec I’addition de Tween 1%.

9 Pas de zones d’inhibition avec addition de Tween 1%, seuls les échantillons 02/02 et 01/03 auquels est ajouté Tween 0.1% ont montré des zones
d’inhibition.
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CONCLUSION

A T’issue de ce travail, consacré d’une part a 1’analyse phytochimique des huiles
essentielles des différents échantillons d’Origan (Origanum glandulosum Desf.
(Syn.):Origanum vulgare L. ssp. glandulosum (Desf.) Letswaart) récoltés durant les
périodes: 1998, 2002 et 2003 a travers la zone d’étude, et d’autre part, a I’étude de

I’activité antioxydante et antimicrobienne de ses huiles essentielles.

Dans le premier chapitre, nous avons passé en revue la synthése des travaux
bibliographiques du genre Origanum sur plusieurs aspects a savoir la distribution,
I’écologie, la taxonomie, la biologie et la phytochimie. Nous nous sommes intéressés a
I’¢tude de I’espéce Origanum glandulosum Desf. qui a subit une révision comme tous
les autres especes d’Origanum par LETSWAART en 1980 et se positionne dans la

neuviéme section intitulée: Section Origanum.

Dans le second chapitre, nous nous sommes intéressés a 1’huile essentielle de
I’Origanum vulgare L. subsp. glandulosum (Desf.) Letswaart., qui est endémique de
I’Algérie et la Tunisie. Les rendements en huiles essentielles des échantillons récoltés
dans différentes stations de la région d’étude sont variables allant de 0,6 a 5%. Trois
méthodes d’extraction a savoir I’hydrodistillation, lavage basique et SPME font I’objet
d’étude de différents échantillons des huiles essentielles ; I’étude a également, selon les
trois méthodes, permis d’identifier, a partir de CPG et CPG-SM. quatre classes : celles
des monoterpénes oxygénés, des hydrocarbures monoterpéniques, des sesquiterpénes et
autres.

* La premiere méthode nous a permis d’identifier 40 composés — échantillons de
I’année 1998 - (Tabll73a) et 31 composés — échantillons des années 2002 et 2003
- (Tabll.3b et Tabll. 3c).

* La deuxiéme méthode nous a permis aussi d’identifier 28 composés (Tab 11.2).

* La troisieme méthode nous permis d’identifier 24 composés (Tab 11.3).

Enfin, les composés identifiés issus des trois méthodes sont répartis en quatre classes
de composés cités au dessus. Cependant, toutes les huiles essentielles sont
caractérisées par la prédominance de quatre composants dits majoritaires: thymol
(7.7-73,1%), carvacrol (7,6-72,6%), p-cymene (1,7-52,17%) et vy-terpinéne
(0,7-31,79%).

Dans le troisiéme chapitre, nous nous sommes intéressé€s aux tests antioxydant

et antiradicalaire (TBARS et DPPH). En premier lieu I’activité anti-radicalaire des
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huiles essentielles d’ 1I’Origanum vulgare L. ssp. glandulosum (Desf.) Letswaart. a été
évaluée par le DPPH (1,1-diphyényl-2-picrylhydrazyl) en suivant un protocole adapté
de Brand-Williams et al. (1995), par conséquent, les résultats du test DPPH des huiles
essentielles de 1I’Origanum testé. montrent que les valeurs de les SCs, obtenues varient
de 33,8 — 55,7 nl/ml représentant effectivement un bon antioxydant du model adopté.
En second lieu, ’examen du test TBARS, destiné¢ a évaluer la capacité¢ du potentiel
d’oxydation des huiles essentielles de 1’Origanum vulgare L. ssp. glandulosum (Dest.)
Letswaart., montre une remarquable capacité de protection a des concentrations basses
(100 ppm). Cette protection est due a la présence des composés phénoliques (carvacrol

et thymol).

Le quatrieme chapitre, a dégagé les résultats de la détermination de ’activité
antimicrobienne  des  huiles  essentielles d’  Origanum  vulgare L.
ssp. glandulosum (Desf.) Letswaart. provenant de la zone d’investigation sur plusieurs
souches. Les huiles essentielles étaient inhibitrices de la croissance de toutes les
souches testées a savoir les bactéries Gram (+) et bactéries Gram (-) comme:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococus
hirae, ainsi que pour les champignons notamment Candida albicans et Candida
tropicalis, qui ont montré un degré de sensibilité aux huiles essentielles étudiées. En
outre, on a observé un niveau semblable de la toxicité pour toutes les huiles examinées,
avec des valeurs de CMI de 31.25 — 125.00 du pug/ml. En conclusion, I'addition du
Tween 80 a I'huile ou a l'agar diminue nettement l'activité antimicrobienne d'huiles
essentielles contre toutes les souches microbiennes utilisées.

En revanche, le témoin (Alcool pur) n’a montré aucun effet inhibiteur sur les
souches microbiennes utilisées. En effet, le pouvoir antimicrobien élevé des huiles
essentielles d’ Origanum vulgare L. ssp. glandulosum (Desf.) Letswaart. est attribué a
la richesse en composés phénoliques (thymol et carvacrol), viennent ensuite les alcools
(cinéole, linalol..) et dans une faible mesure les alcénes (p-cymene, pinene,
terpinene..). En effet, plusieurs travaux ont démontré que le pouvoir antimicrobien
¢levé des huiles essentielles de plusieurs espéces du genre Origanum confirme que

nous avons obtenu les mémes résultats.
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Annexe 1

Listes des especes de I’Origan selon la classification de LETSWAART, 1980

I. Section Amaracus (Gleditsch) Bentham

1- Origanum boissieri Letswaart

2- O. calcaratum Jussieu

3- O. cordifolium (Montbret et Aucher ex Bentham)Vogel
4- O. dictamnus L.

5- O. saccatum Davis

6- O. solymicum Davis

7- O. symes Carlstrom

I1. Section Anatolicon Bentham

1- O. akhdarense Letswaart et Boulos

2- O. cyrenaicum Beguinot et Vaccari

3- O. hypericifolium Schwarz et Davis

4- O. libanoticum Boissier

5- O. scabrum Boissier et Heldreich

6- O. sipyleum L.

7- O. vetteri Briquet et Barbey

8- O. pampaninii (Brullo et Furnari) Letswaart

I11. Section Brevifilamentum 1.etswaart

1- O. acutidens (Handel-Mazzetti) Letswaart
2- O. bargyli Mouterde

3- O. brevidens (Bornmiiller) Dinsmore

4- O. haussknechtii Boissier

5- 0. leptocladum Boissier

6- O. rotundifolium Boissier

IV. Section Longitubus Letswaart

1- O. amanum Post

V. Section Chilocalyx (Briquet) Letswaart

1- O. bigleri Davis

2- 0. micranthum Vogel

3- O. microphyllum (Bentham) Vogel
4-  O. minutiflorum Schwarz et Davis

VI. Section Majorana (Miller) Bentham

1- O. majorana L.

2- 0. onites L.

3- 0. syriacum L. var. syriacum

4- O. syriacum L. var. bevanii (Holmes) Letswaart
5- O. syriacum L. var. sinaicum (Boissier) Letswaart



VII. Section Campanulaticalyx Letswaart

1- O. dayi Post

2- 0. isthmicum Danin

3- O. Ramonense Danin

4- O. petraeum Danin

5- O. punonense Danin

6- O. jordanicum Danin et Kiinne

VIII. Section Elongatispica Letswaart

7- 0. elongatum (Bonnet) Emberger et Maire
8- O. floribundum Munby
9- 0. grosii Pau et Font Quer ex Letswaart

IX. Section Origanum

10- 0. vulgare L. subsp. vulgare

11-0. vulgare L. subsp. glandulosum (Desfontaines) Letswaart
12-0. vulgare L. subsp. gracile (Koch) Letswaart

13- 0. vulgare L. subsp. hirtum (Link) Letswaart

14- 0. vulgare L. subsp. viridulum (Maurtrin-Donos) Nyman

15- 0. vulgare L. subsp. virens (Hoffmannsegg et Link) Letswaart

IX. Section Prolaticorolla Letswaart

16-0. Compactum Bentham
17-0. Ehrenbergii Boissier
18- 0. Laevigatum Boissier

Annexe 2

Bouillon de MUELLER-HINTON (BMH)

- Composition type g/litre

- Infusat de viande 2,0
- hydrolysat de caséine 17,5
- amidon 1,5.
- pH=74

Bouillon Dextrose de Sabouraud (BDS).

- Composition type g/litre

- Pour 1 litre de milieu :

- Tryptone. 50¢g
- Peptone pepsique de viande 50g
- Glucose 20,0 g

- pH du milieu prét -a-’emploi a 25°C : 5,7 £ 0,2.



RESUME:

Les huiles essentielles d’Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf.) Letswaart sont extraites par
hydrodistillation a partir des parties aériennes. 27 échantillons d’Origan sont analysées par la chromatographie en
phase gazeuse (GPC) et la spectrométrie de masse (CPG-SM). 40 composants ont été entierement identifiés.
Cependant, toutes les huiles ont été caractérisées par la prédominance de quatre composants dits majeurs, le
thymol (7.7 =73.1%), le carvacrol (7.6 —72.6%), le p-cymene (1.7 —25. 8 %) et y- terpinéne (1.1 —18.7%). Les
propriétés antioxydantes d'huile essentielle d'Origan par rapport a sa composition chimique ont ét¢ examinées.
L'activité antioxydante a été¢ étudiée par deux méthodes différentes. La capacité antioxydante d'huiles a été
mesurée (TBARS). Celle-ci a été comparée a celles du o- tocophérol et BHT. Les quatre huiles (échantillons de
1998) ont été également dotées d'un degré élevé d'activité a la plus basse concentration (100 ppm). Cette activité
peut étre attribuée a la teneur élevée en composés phénoliques, a savoir le thymol et le carvacrol, qui
caractérisent fortement la composition de ces huiles. L'activité¢ de balayage de radical libre d'huiles essentielles a
été déterminée par le systéme 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Les teneurs en Scs, (concentration a 50%)
étaient dans I’intervalle 33,8 —55.7 ng/ml, représentant une bonne efficacité antioxydante (échantillons 2002-
2003). Les huiles essentielles sont également évaluées pour leur activité antimicrobienne par la méthode des
disques de diffusion et la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) contre six souches
standards (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae, Candida
albicans, Candida tropicalis). Toutes les souches microbiennes utilisées (les bactéries gram positives et gram
négatives et les levures) ont montré un degré de sensibilité assez semblable aux huiles essentielles étudiées. En
outre, on a observé un niveau semblable de la toxicité pour toutes les huiles examinées, avec des valeurs de CMI
de 31.25 —125.00 du pg/ml. En conclusion, I'addition du Tween 80 a l'huile ou a l'agar diminue nettement
l'activité antimicrobienne d'huiles essentielles contre toutes les souches microbiennes utilisées, ainsi suggérant
que l'activité antimicrobienne d'huiles essentielles dépend des caractéristiques physico-chimiques de leurs

composés et également des souches microbiennes utilisées.

MOTS CLES : Origanum vulgare L. ssp glandulosum (Desf)) Letswaart - Lamiaceae- huile essentielle- thymol- carvacrol- activités

antimicrobiennes, antioxydantes et antiradicalaires (TBARS - DPPH).
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ABSTRACT

Essential oils extracted by hydrodistillation from the aerial parts of 27 samples of Algerian Origanum
vulgare L. ssp glandulosum (Desf.) Letswaart were analysed by gas chromatography (GPC) and GPC—mass
spectrometry (MS). 40 components have been fully characterized. However, all the oils were characterized by the
predominance of four components, thymol (7.7-73.1%), carvacrol (7.6-72.6%), p-cymene (1.7-25.8%) and vy -
terpinene (1.1-18.7%). The antioxidant properties of the essential oil from oregano in relation to its chemical
composition were examined. The antioxidant activity was investigated with two different methods. The
antioxidant capacity of the oils was measured by the modified thiobarbituric acid reactive species (TBARS). The
activity was compared with those of a-tocopherol and 2,6-ditertbutyl- 4-methyl phenol (BHT, butylated
hydroxytoluene). The four oils (samples of 1998) were also endowed with a high degree of activity at the lowest
concentration (100 ppm). This activity is to be ascribed to the high content of phenol components, viz. thymol
and carvacrol, which strongly characterize the composition of these oils. The free radical scavenging activity of
essential oils was determined by the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) model system. The SCs, (scavenging
concentration) values were in the range33.8-55.7 ng/ml, representing a good antioxidant effectiveness (samples
2002-2003). The essential oils were also evaluated for their antimicrobial activity by the agar disc diffusion
method and the determination of minimum inhibitory concentration (MIC) against six standard strains
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae, Candida albicans,
Candida tropicalis). All microbial strains employed (Gram-positive and Gram-negative bacteria and yeasts)
showed a fairly similar degree of susceptibility to the essential oils under investigation, although no evident
difference was observed in their sensitivity. Furthermore, a similar level of toxicity was observed for all oils
examined, with MIC values of 31.25 — 125.00 pg/ml. Finally, the addition of the emulsifier Tween 80 to the oil
or to the agar markedly decreases the antimicrobial activity of the essential oils against all microbial strains
employed, thus suggesting that the antimicrobial activity of the essential oils is dependent on the physicochemical
characteristics of their components and also on the microbial strains employed.

KEY WORDS: Origanum vulgare L subsp glandulosum (Desf.) Letswaart; Lamiaceae; Essential oil; thymol; carvacrol; antimicrobial,
antioxidant and antiradical activities (TBARS — DPPH).



