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Résumé

Les huiles essentielles d’Origanum vulgare L. sont extraites par hydrodistillation a partir
des parties aériennes. 27 échantillons d’Origan sont analysés par la chromatographie en phase
gazeuse (GPC) et la spectrométrie de masse (CPGSM). 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 [+ terpinéne (1.1 —18.7%). Les propriétés antioxydantes d'huile essentielle d'Origan
par rapport a sa composition chimique ont été 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 [tocophérol et BHT. Les quatre huiles 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 composes 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 systeme 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Les
teneurs en Sc50 (concentration a 50%) étaient dans 1’intervalle 33,8 — 55.7 pg/ml, représentant
une bonne efficacité antioxydante. 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 observe un niveau semblable de la toxicité pour toutes les
huiles examinées, avec des valeurs de CMI de 31.25 —125.00 du [g/ml. En conclusion,
I'addition du Tween 80 a I'huile ou a l'agar diminue nettement I'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
composes et également des souches microbiennes utilisées.

Mots clés : Origanum vulgare L. - Lamiaceae- huile essentielle- I- activités antimicrobiennes,
antioxydantes - activités antifongique.
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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 (] - 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 -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 "g/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.- Lamiaceae - Essential oil - antimicrobial, antioxidant, and
antiradical activities.
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INTRODUCTION

Les plantes sont le don de la nature et ont toujours fait partie de la vie quotidienne de

I’homme, puisqu’il s’en sert pour se nourrir, se soigner. Elles sont exploitées dans diverses
industries telles que : la parfumerie, 1’agro-alimentaire, les cosmétiques et la pharmaceutique,
[1]alors qu’ils ont une haute valeur médicinale[2].La valeur médicinale des plantes réside dans
certaines substances chimiques qui produisent une action physiologique définie sur le corps
humain [3].

Le monde végétal de part sa richesse en végétaux représente une source inépuisable de
composés actifs capables de synthétiser par voie métabolique des molécules bioactives afin de
faire face aux stress biotiques et abiotiques. Ces molécules grace a leurs activités biologiques
sont une réponse concréte a plusieurs maladies qui touchent I’humanité. Ils possédent des
propriétés anti-oxydantes, antimicrobiennes, anticancéreux , anti-VIH, lutte contre les maladies
etc. [4,5].

Entre 20 000 et 25 000 plantes sont utilisées dans la pharmacopée humaine. 75% des
médicaments ont une origine vegétale et 25% d'entre eux contiennent au moins une molécule
active d'origine végetale [6]. La revalorisation de I'herboristerie traditionnelle pourrait aboutir a
I'hnomologation de nouveaux médicaments a base de plantes. La possibilité de concilier le

meilleur de chaque discipline, traditionnelle et allopathique, est un grand progres.

En Algérie, on y trouve plus de 3000 espéces de plantes dont plus de 300 sont utilisées en
médecine traditionnelle ou en médecine moderne [7]. La flore algérienne est caractérisée par sa
diversité florale : méditerranéenne, Saharienne et il existe une flore paléo tropical, estimée a
plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botanique dont 15% sont endémiques [8].
Ce potentiel de plantes médicinales comporte des milliers d’espéces présentant divers intéréts
et constituent un axe de recherche scientifique, plus particulierement dans le domaine des
substances naturelles. Parmi cette végétation, les plantes aromatiques utilisées pour
I’aromatisation des aliments, les arts culinaires et les vertus médicinales. Dans le cadre de la
valorisation de la flore algérienne 1’intérét s’est porté sur une espéce de la famille des lamiacees

I’origan "Origanum vulgare L."

L’origan Origanum vulgare L. est particulierement riche en un trés grand nombre de
métabolites secondaire. Actuellement, de nombreuses recherches scientifiqgues montrent que
I’origan est une source d’antioxydants qui renforcent les défenses naturelles et contribuent aux

bienfaits sur la Santé.
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INTRODUCTION

L'objectif de ce travail purement bibliographique est de faire une investigation sur des
travaux antérieurs sur le I’Origan et d’estimer son activité phyto-chimique et anti-oxydante en
se basant sur une recherche a travers diverses expérimentations et de se baser sur I’aspect

comparatif de ces travaux.

Ce travail a pour but, I'étude de I’Origanum vulgare L., tant d’un point de vue
ethnobotanique anatomique que chimique et biologique de 1’Huile Essentielle extraite de ses
feuilles.

A cet effet, la premiére expérimentation est basée sut une étude phyto-chimique basée sur
I’extraction de I’huile essentielle d’Origanum vulgare et d’estimer son activité antifongique,
quand a la seconde étude repose sur I’évaluation de I’activité anti-oxydante telle que I'activité
anti-radicalaire DPPH , [D’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Origanum vulgareen
déterminant la concentration minimales inhibitrices (CMI) puis 1’évaluation de I’activité
insecticide de 1’huile essentielle d’Origanum vulgare sur un insecte ravageur des denrées

stockeées.
Cette étude englobe deux parties :

La premiére partie consacrée a mettre en revue une synthése bibliographique des travaux
bibliographiques du genre Origanum sur plusieurs aspects a savoir la distribution, 1’écologie,
la taxonomie, la biologie puis la phytochimie en axant sur le métabolite secondaire, les stress
oxydatifs et les antioxydants ainsi que les autres activités (antimicrobiennes, antifongiques,

insecticides).

La deuxiéme partie illustre les méthodes utilisées ainsi que les résultats obtenus avec une

conclusion générale.
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CHAPITRE I Synthése bibliographique

PARTIE | : Généralités sur ’Origanum vulgare L.

I.1.Historique et généralités

Un grand nombre des plantes aromatiques et médicinales posséde des propriétés
biologiques trés intéressantes qui trouvent des applications dans divers domaines tels que les
industries pharmaceutiques, la médicine. Ces plantes représentent une nouvelle source de
composés actifs [1]. La découverte du pouvoir thérapeutique des plantes est un concept
traditionnel et ancien [2].

L’Origan est 'une des plantes majeures de I’antiquité. Pline (Ier siecle ap. J.C.) lui
consacre une place importante dans le livre XX de son histoire naturelle ; déetaillant ses formes

et ses utilisations [3].

L’Origan était considéré comme panacée [4], puisqu’on I’utilisait comme anti-infectieux,
bactéricide, antitussif, expectorant, carminatif et emménagogue, I’origan est utilisé depuis treés
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’extéricur comme a I’intérieur du corps [5].

En outre I’origan était déja connu de ’Egypte des pharaons pour ses vertus antiseptiques.
Les médecins chinois utilisérent pendant des siecles 1’Origan pour soigner divers maux [6]. Au
moyen age, les pelerins mettaient de I’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 [7].

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 Desf.), le Saccocalyx (SaccocalyxsatureiodesDur.) [8] et I’Origan

(Origanum vulagre sous-espece glandulosum(Desf). Letswaart[9].

",




CHAPITRE I Synthése bibliographique

1.2. Etymologie des produits phytosanitaires (pesticides)

Le terme « origan » est apparu dans la langue au Xllleme siécle. Il dérive du latin
origanum, qui I’a lui-méme emprunté au grec origanon, et signifie «aime la montagne », a
cause de la prédilection de la plante pour les régions montagneuses de la Méditerranée [10].Le
terme « origan » vient du grec « orosganos » En décomposant étymologiquement, on trouve
“‘oros’’ la montagne, et ‘‘ganos’’ éclat, aspectriant, d'ou la signification « qui se plait sur la

montagne ». L'origan porte le nom botanique ou scientifique d'Origanum vulgare Linné[11].

Autres noms : Origan, origan commun, origan vulgaire, marjolaine sauvage, marjolaine
batarde, marjolaine vivace, marjolaine d'Angleterre, thé rouge, pied de lit, joie des montagnes
[12].

1.3. Description botanique et classification du genre Origanum

1.3.1 Position systématique

La classification botanique d’origanum [13] est la suivante:
Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales

Série : Superovariées tétracycliques

Super ordre : Tubiflorales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Sous-famille : Népétoidées

Genre : Origanum

L’ordre des Lamiales est un ensemble important comprenant actuellement 17.800 especes
réparties en 21 familles ; ’une des principales est celle des Lamiacées, anciennement appelée
Labiées, est composée de prés de 258 genres et 6970 espéces d’herbes, d’arbustes et d’arbres
[14]. Elle contient d’importantes plantes aromatiques utilisées en médecine traditionnelle et

moderne et dans les industries alimentaires et pharmaceutiques, le Romarin, le Thym, I'Origan

",

et la Sauge, ce sont les plantes plus populaires dans les remédes traditionnels [15].




CHAPITRE I Synthése bibliographique

1.3.2 Caractéres généraux des Lamiaceae

= Les tiges sont quadra gulaires, au moins dans leur jeune age, et sont & rameaux
Opposes,

= Les feuilles opposées sont simples, parfois amplexicaules, toujours sans stipule et
a limbe penninerve,

= Les inflorescences formées par de faux verticilles axillaires ou glomérules
proviennent de la réunion de 2 cymes bipares,

= Les fleurs hermaphrodites ou unisexuées sont accompagnées de bractéoles et ont
évolué vers 1’adaptation a la pollinisation par les insectes (Entomophilie),

= Le calice est gamosépale persistant a 5 sépales soudés,

= La corolle est gamopétale et zygomorphe. Elle comprend un tube plus ou moins
long, droit ou incurvé, souvent poilu. Le limbe est bilabié, partagé en 5 lobes (2
pour la levre supérieure, 3 pour la lévre inférieure) - les étamines sont au nombre
de 4 : 2 grandes et 2 petites (sauf pour le genre Menthaqui en compte 5).

= Le gynecée est formé de 2 carpelles formant un ovaire biloculaire reposant sur un
disque glanduleux et possédant 2 ovules par loge. Chaque loge se subdivise par
une fausse cloison en 2 logettes uniovulées. Les ovules sont anatropes ascendants
a raphé interne,

= Le fruit est un tétrakéne formeé de 4 nucules secs enveloppés par le calice [16, 17].

1.3.3 Caractéres botaniques du genre Origanum

Le terme origan provient du latin Origanum, lui-méme issu de grec origanon. En le
décomposant étymologiquement, on trouve oros, la montagne et ganos, éclat, aspect riant, d’ou
la signification « qui se plait sur la montagne ». En effet, I’origan ornait les montagnes
méditerranéennes en abondance et assurait leur beauté [18]. Le genre Origanum comprend
environ 70 especes, sous-especes, variétés et hybrides, caractérises par une extréme variabilité
dans leurs caracteres morphologiques (longueur de la tige, arrangement, nombre et longueur

des branches, formes des feuilles, ...) [19].

L’espéce Origanum vulgare L. la plus répandue et la plus connue de la famille des
Lamiacées (figure 01) [20].

i
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Figure 01 : Partie florale d’Origanum vulgare [18]

L’origan est une herbacée vivace de 30 a 60 cm de hauteur, au feuillage et aux fleurs trés
odorants quand on les froisse. Elle est ainsi reconnaissable a son odeur et a sa saveur phénolée,
épicée et chaude [21].

Les tiges dressées, souvent rougeéatres et velues, portent les feuilles ovales opposées et
espacées. Celles-ci possédent des glandes sécrétrices non apparentes. Les fleurs blanches ou
rose sont groupées en inflorescences (figure 02). Chaque fleur est située a laisselle d'une
bractée ovale, et dépassant le calice. Ce calice est lui-méme en tube gamosépale et persistant.

Le fruit est constitué d’akénes. La floraison se prolonge de mai a octobre [22-23].

Figure 02 : Caracteristiques botaniques d 'Origanum vulgare [18]

Les caracteres fondamentaux du genre Origanum résumés ci-dessus présentent le plus

souvent des variations caractéristiques de chaque section.
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Figure 03 :Dessin d’Origanum vulgare ssp vulgare [9] (B : feuille, C: bractée, D : calice
coupé par la levre inférieure ,E : fleur avec bractée avec vue de coté, F: corolle coupée par

la lévre inférieure)

Les parties utilisées pour obtenir 1’huile essentielle sont les sommités fleuries récoltées en
période estivale. Cette huile est peu utilisée en médecine traditionnelle, toutefois 1’origan
possede diverses propriétés therapeutiques. Ainsi, en usage externe, il pourra étre utilisé
comme bactéricide et antiseptique, stimulant et antispasmodique des voies respiratoires comme
I’a démontré Baratta [24].

1.3.4 Répartition

Le genre Origanum est principalement réparti autour du bassin Méditerranéen (figure 04)
dont 81% des especes se distribuent exclusivement dans I’Est Méditerranéen, essentiellement
en Turquie, en Gréce et au Moyen Orient. L’espéce d’Origanum vulgare est largement
distribuée en Euro-Asie et en Afrique du Nord. L’aire géographique s’étend jusqu’aux Agores,

Tles Canaries, Bretagne, Scandinavie et Chine et Taiwan.
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Figure 04 : Distribution du genre Origanum dans le monde [9].

1.4 Genre Origanum en Algérie

En Algérie, ’Origan est représenté par trois especes :Origanum majorana L., Origanum

floribundum Munby et Origanum glandulosum Desf. La premiére 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 dans 1’Atlas

Tellien et la grande Kabylie ou colonisent les paturages surtout en montagne. La troisiéme

espece est plus répandue dans toutes les régions et elle est considérée sur le plan

phytogéographique comme plante endémique, c'est-a-dire que l’aire de répartition de cette

plante est localisée dans deux pays 1’Algérie et la Tunisie [8].Le tableau I indique la

localisation des deux espéces : Origanum floribundum Mumby et Origanum vulgare L.

Tableaul : Répartition géographique des deux espéces d’origan en Algérie [25]

Espéces

Localisation et caractéristiques

Origanum floribundum Mumby

Pousse en paturage et surtout en
montagne. Espece rare dans le sous-
secteur du littoral et le secteur de
Kabylie. Endémique d’Algérie

Origanum vulgare L. subsp.
Glandulosum (Desf.) letswaart

Commun dans tout le Tell Endémique
Algéro-Tunisien.  Pousse dans les
garrigues et broussailles
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1.4.1 Espece Origanum floribundum Mumby

Les caractéres morphologiques végétatifs de 1’Origanum floribundum Mumbyse
particularisent par une tige, prostrée a la base, les jeunes sont décombantes [8], quadrangulaires
et de courts rameaux ou semi persistantes sont de couleurs verdatres et pubescentes (figure 05).
Les fleurs sont hermaphrodites ; elles s’organisent en épis laches (inflorescence indéfinie),
disjointes apres la floraison. Le calice a 5 dents courtes, la corolle est a leévres sensiblement
égales [8]. Le fruit est un tetrakene, ovoide et lisse de couleur noiratre [15].

1.4.2 Espéce Origanum vulgare L.

C’est une plante aromatique odorante, qui appartient a la famille des Lamiacées, elle
pousse en particulier dans les montagnes, a une altitude de 300 a 1600 m, surtout dans les
endroits rocheux [27]. Tres commune dans les endroits secs et ensoleillés telles que le Tell, elle
pousse depuis le niveau de la mer jusqu’a 4000 m d’altitude, principalement sur les substrats
calcaires [18].Cette plante forme de touffes de quelques centimétres de diametre et une hauteur
comprise entre 30 a 60cm.

Les principaux caracteres qui permettent de reconnaitre cette plante sont : les tiges toutes

dressées, rameuses, arrondies, rougeatres épis denses, a fleurs restant contigués apres floraison

[8].

o
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Leurs feuilles sont ovales, entieres. Les inflorescences terminales comportent des

bractées rouges ou violacées entourant les fleurs pourpres ou blanches. La corolle a une levre
inférieure qui est bien plus longue que la lévre supérieure [27]. A un calice tubuleux a 5 dents
égales. Il y a 4 étamines saillantes dont les anthéres sont pourpres [28], le fruit est un tétrakeéne,
lisse, brun, de 1 mm de long [29].

Figure 06 : Présentation Origanum vulgare [30]

E
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PARTIE Il : Métabolite secondaire chez I’Origanum vulgare L.

I1.1. Propriétés biologique de I’Origanum vulgare

En Algérie, communément appelé « zaitera », I’origan est une plante essentiellement
médicinale qui jouit d’une grande ferveur populaire [22]. Elle est utilisée comme tisane par la
population locale pour guérir plusieurs maladies telles que : les rhumatismes, la toux, le rhume

et les troubles digestifs [31]. Cette plante possede plusieurs activités [19- 32- 33] :

Activité antibactérienne et antifongique
Activité anti-oxydante

Activité antispasmodique et urolithique
Activité anti-glycémique

Activité anti-inflammatoire

Activité antiparasitaire

YV V.V V V V V

Activité nimaticide

L’origan est utilisé par voie interne, il est antalgique en calmant les douleurs musculaires
et articulaires ainsi que les regles douloureuse, c’est aussi un tranquillisant du systeme nerveux,
trés indiqué pour les personnes nerveuses, dépressives, anxieuses ou sujettes aux migraines
fréquentes. Cette plante médicinale peut aussi soulager les personnes souffrant de troubles
digestifs et de spasmes intestinaux, stimuler 1’appétit et réguler la tension artérielle. En
inhalation , cette médication naturelle nettoie les voies respiratoires. Par usage externe, 1’origan
est un antiseptique efficace contre les aphtes, la gingivite et autre infection touchant la bouche.
Son huile essentielle s’utilise en massage ou en application locale pour apaiser les foulures et

les douleurs articulaires ainsi que pour soigne les plaies superficielles [34]

L’usage de I’Origan dans la zone d’investigation est bien connu aux propriétés
médicinales trés intéressantes. Il calme la toux en favorisant ’expectoration, bon stimulant de
I’appareil digestif ; 1’Origan, condiment classique des pizzas [35]. En usage externe, sous forme
de lotions (infusion concentrée) ou de pommade, s’emploie sur ’eczéma. Remede populaire du

torticolis des douleurs rhumatismales [35].

E
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En outre, les espéces d’Origan sont utilisées également comme des désinfectants
puissants et comme des agents odoriférants dans les parfums [36]. Il ne faut pas utiliser
I’Origan pure car le carvacrol et le thymol sont (comme tous les phénols) irritants pour la peau
et les muqueuses. Un surdosage pourrait entrainer des convulsions [37].

11.2.Constituants chimiques

Les principaux constituants sont I’Huile essentielle, les sucs amers, la caféine, les tanins
(8%), les acides phénoléniques et les flavonoides. 4 substances anti-asthmatiques, 6 substances
expectorantes, 6 substances hypotensives, 19 substances bactéricides (jusqu’a 8,8 % du poids
sec) [11].

11.3. Generalités sur les Huiles essentielles (HES)

Les huiles essentielles (HES) ont a toutes époques, occupé une place importante dans la
vie quotidienne des hommes qui les utilisaient autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture
ou méme se soigner. Beaucoup de travaux ont montré I'importance incontestable des huiles
essentielles dans divers secteurs économiques, comme par exemple, I'industrie de la parfumerie
et de la cosmétique, l'industrie alimentaire, I'industrie pharmaceutique et plus particulierement,

la branche de ’aromathérapie qui utilise leurs propriétés bactéricides et Fongicides [38].

11.3.1 Définition

Le terme "essentiel” dérive de "I'essence”, qui signifie l'odeur ou le godt. La flaveur et
I’odeur spécifique de beaucoup de plantes sont reliées aux propriétés de ces substances [33].
Les huiles essentielles sont des composes complexes, naturels et volatiles, caractérisés par une
odeur forte et qui sont synthétisés par des plantes aromatiques en tant que métabolites
secondaires [38], et qu’on obtient par extraction mécanique, distillation a la vapeur d'eau ou
distillation a sec de plantes aromatiques [18], sont des substances de consistance huileuse mais

sans corps gras, plus ou moins fluides [39].

Pour la 8éme édition de la pharmacopée francaise (1965) « les huiles essentielles
(essences= huiles volatiles) sont des produits de composition généralement assez complexe,

renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours

E

de la préparation » [40].
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11.3.2 Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles (HEs) sont des mélanges variables et complexes de différents
composés chimiques, dissous l'un dans l'autre, formant des solutions homogenes. Les HEs
pouvant contenir plus de 300 composes différents. Ces composés sont des molécules volatiles

appartenant pour la grande majorité a la famille des terpénes [38].

La composition peut varier selon ’organe, les facteurs climatiques, la nature du sol, les
pratiques culturales et le mode d’extraction. Les HEs sont un mélange de constituants qui

appartiennent a trois catégories de composés : terpéniques, aromatiques et variés [41].

R

% Les terpénes sont des hydro-carbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte; formés d'un multiple pair ou impair d'unités de 2-méthyl buta-1,3-diene (molécule de

base) ou appelé encore l'isoprene [41].

HQC4\fCH2

CHs

Figure 07 : Structure chimique de I’isopréne [18]

% Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des deérivés
duphény-lpropane C6-C3 .Sont beaucoup moins fréquents dans les huiles essentielles [43].
Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, l'eugénol,

I'anéthol, l'estragole et bien d'autres [41].

% Les Composés d’origine vari¢e : Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles
essentielles peuvent renfermer divers composés aliphatiques, généralement de faible masse
moléculaire, entrainables lors de I'hydro-distillation. Ces produits peuvent étre azotés ou
soufrés [43].

E
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11.3.3.Composition chimique des huiles essentielles de ’Origanum vulgare

Les propriétés des huiles essentielles dépendent de leurs composants biochimiques.
La complexité de chaque huile essentielle naturelle et pure (qui peut contenir de 10 a 250
composants) explique la polyvalence d'action de la plupart d'entre elles .Néanmoins, un grand

nombre de composants reste inconnu.

Or, ce sont souvent ces molécules non identifiées, contenues a doses infinitésimales, qui
font la différence entre les vraies huiles essentielles (les seules acceptables pour la santé
humaine car elles contiennent le totum de la partie aromatique de la plante) et les essences

(produits extraits des huiles essentielles dénaturées ou reconstituées).

Le tableau II résume les résultats de 1’étude de la composition chimique de plusieurs

espéces d’origan et I’identification des composes majoritaires pour chaque échantillon analyse.

Tableau Il : Principaux composés de certaines espéces d’origan [38]

Principaux composes Espeéces
Linalol, terpinen 4-ol Origanum majorana
binene hydrate. & J

Origanum hirtum

Carvacrol et/ou thymol Origamum onites

thymol Carvacrol -
terpinéne p-cyméne Origanum vulgar

Carvacrol et thymol Origanum flovidundum

Carvacrol et thymol Origanum virens
Carvacrol, terpinen 4-ol,0-
terpinéol,y-terpinéne, p- Origanum compactum
cyméne et thymol.
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11.3.4. Huiles essentielles de I’Origanum vulgare

L'Origan est connu largement dans le monde des herbes et des épices pour ses huiles
volatiles [44], riches en mono-terpenes phénoliques principalement le carvacrol (Figure 7), de
temps en temps thymol, et d’autres composés présent dans 1’Origan sont habituellement de
moins d’importance quantitativement tels que des mono-terpenes (Figure 8) acycliques et des
composeés bornanes (Figure 9).

carwvacrol thyimol
I
L -
P— cyImMene wW— terpinéene

Figure 8: Quelques structures de substances majeures rencontrées dans les HEs d’Origan
[45].
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géraniol acétate géranylique
"o M /K/\ﬁ ’ \H/
o
linalool acétate linalylique

Y

p-myrcéne

Figure 9 : Quelques structures de mono-terpénes acycliques rencontrées dans les HE d’Origan
[45].
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camphéne camphre
0 H
Y O
o H
o
HO )jf
bornéol bornyle acétate d’isobornyle

Figure 10 : Quelques structures de substances bornanes rencontrées dans les HE d’Origan
[45].
I1.4. Activités biologiques de I’Huile essentielle d’Origanum vulgare

11.4.1. Activité anti-oxydante

Les especes réactives sont générées en permanence dans I’organisme. Ainsi, les ROS
générées par le métabolisme normal de 1’oxygeéne, peuvent agir comme des modulateurs des
voies de transduction du signal et de I’expression des génes qui participent a I’homéostasie et a
la production des antioxydants, et jouent le role de messager pour la cellule, dans 1’apoptose et

dans la défense contre les infections [46].

Quand il y’a une surproduction des ROS, suite a une exposition a des substances
oxydantes externes ou un déséquilibre dans les mécanismes de défense, les dommages aux
biomolécules majeures (ADN, acides aminés, lipides, protéines) peuvent survenir, ce qui
donne lieu au stress oxydatif qui est impligué dans de trés nombreux mécanismes
pathologiques, notamment ceux dus au vieillissement, tels que I’athérosclérose, le cancer, le
diabete, les maladies auto-immunes ou encore les maladies de Parkinson et d’Alzheimer [47-
48].
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11.4.1.1. Définition du stress oxydatif

Un état de stress oxydatif ou stress oxydant est traduit par la peroxydation et I'oxydation
de beaucoup de molécules cellulaires de différents types, des lipides, des protéines, et méme
des acides nucléiques. Le stress oxydatif en n'importe quel tissu résulte d’un déséquilibre entre
la production des ROS, et le pouvoir de la neutralisation de ces dernieres par le systeme
antioxydant disponible au niveau tissulaire [49].

11.4.1.2 Antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques [50], 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 1’énergie

excédentaire de 1’oxygéne singlet pour la transformer en chaleur [51].

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer les activités anti-oxydantes des extraits
volatils des plantes, pour évaluer ’activité anti-radicalaire ou anti-oxydante [52-53]. Un grand
nombre de rapports concernés par l’activité anti-oxydante ou anti-radicalaire de 1’huile

essentielle d’Origan par rapport a sa composition chimique ont été examinés [54-55-56].

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les poly-phénols qui sont responsables

de ce pouvoir [57].

11.4.2. Activité antibactérienne

Depuis leur découverte au début du XXéme siecle, les antibiotiques ont permis de
grandes avancées en thérapeutique et contribué a I’essor de la médecine moderne.
L’introduction et [Iutilisation en clinique des premicres classes d’antibiotiques ont
considérablement réduit la mortalité imputable & des maladies autrefois incurables. L’efficacité

de I’antibiothérapie dans le contrdle et la limitation de la dissémination des agents pathogenes a

E
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ainsi fait naitre I’espoir de pouvoir éradiquer I’ensemble des maladies infectieuses.

Malheureusement, 1’émergence de bactéries résistantes aux antibiotiques a mis un terme a cette

vague d’optimisme [14].

La montée des résistances contre les principales classes d’antibiotiques, combinée au
nombre limité d’agents en cours de développement, a conduit a I"avénement de 1’ére post-
antibiotique .Actuellement, ’accent est mis sur I’exploration de nouveaux réservoirs naturels,
comme les peptides antimicrobiens, qui montrent déja des résultats prometteurs. Les ressources
plus anciennes, comme les bactériophages ou les plantes, suscitent également un regain
d’intérét [14].

Les effets antimicrobiens des huiles essentielles sont bien établis, mais le mécanisme
d’action de tels composés est mal compris [58]. Il semble probable que les terpénoides et les
phénylpropanoides agissent au niveau de la membrane cellulaire des bactéries en provoquant sa
dislocation [2- 59]. L'activité est due a la nature hydrophobe des hydrocarbures cycliques, qui
leur permet d'agir avec la membrane cellulaire en s'accumulant dans la bicouche lipidique.
Cette interaction engendre des changements conformationnels de la structure membranaire, en

provoquant sa fluidification et sa dilatation.

La déstabilisation de la membrane a pour consequence la fuite des ions a travers la
membrane cellulaire qui diminue ainsi le gradient ionique. Dans la plupart des cas, les bactéries
peuvent équilibrer le gradient et cela, en employant des pompes ioniques et la mort cellulaire ne
se produit pas, mais les énergies détournées pour faire fonctionner celles-ci ralentissent la

croissance cellulaire.

En général, l'activité antimicrobienne est due aux hydrocarbures cycliques et aux
phénols telles le thymol et le carvacrol dont lesquels les groupements hydroxyle et les électrons
forment des interactions avec de I'eau en établissant des ponts hydrogene comme site actif qui
les rend actifs contre les micro-organismes. Un autre mécanisme alternatif a été proposé et qui
admet que le groupement hydroxyle des phénols réagit en tant que porteur transmembranaire

des cations monovalents et protons [59].

@
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Le mode d’actions des HEs dépend du type de microorganisme [60]. En général bactérie

GRAM- sont plus résistantes que les GRAM + gréace a la structure de leur membrane interne
[61].

11.4.3. Activité insecticide

Certains auteurs pensent que la plante utilise I’huile pour repousser ou attirer les
insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D’autres considérent 1’huile
comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques et conservant I’ humidité des
plantes dans les climats désertiques [62]. Certaines huiles essentielles servent a la défense des

plantes contre les herbivores, insectes et micro-organismes [63].

L'effet insecticide des huiles essentielles par contact, ingestion et par fumigation a été
bien démontré contre les déprédateurs des denrées entreposées, de nombreux travaux ont porté
sur l'amélioration des formes d'utilisation des plantes qui permettent de renforcer et de
rentabiliser leur activité insecticide [64]. Certaines observations ont montré que les HEs
extraites de plantes odorantes ont une activité insecticide indéniable vis-a-vis des ravageurs de
stocks [65].

Les HEs ont des effets anti-appétent, affectant ainsi la croissance, la mue, la fécondité et
le développement des insectes [66]. Ce dernier est également freiné par la toxicité inhalatrice

des huiles sur les adultes [67].
11.4.4. Activité antifongiques

Les infections fongiques ont augmenté durant ces derniéres années en raison du nombre
croissant de patients a haut risque, particulierement les hdtes immunodéprimeés (personne avec
systeme immunitaire déficient). L'augmentation de la résistance fongique vis-a-vis les
médicaments classiques, les frais de traitement et le fait que les antifongiques les plus
disponibles n’ont que l'activité fongistatique, justifient la recherche de nouvelles stratégies [68]
Les huiles essentielles de nombreuses plantes sont reconnues qu’elles possedent une activité
antifongique [69] Les huiles essentielles de Cannelle, de Clou de girofle ou de Niaouli sont des

antifongiques, Insecticides (Certaines huiles essentielles sont insectifuges ou insecticides

E
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comme celles possédant des fonctions aldéhydes comme le citronellal contenu dans

I’Eucalyptus citronné ou la citronnelle) [70].
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1. Expérimentation 1 : Analyse chimique et activité antifongique de I’huile essentielle

de I’espéce Origanum vulgare. Cette expérimentation est réalisee par [71].

1.1.Extraction de L’Huile essentielle d ’Origanum vulgare
L’¢étude porte sur des feuilles récoltées fraiches dans la région de Jijel (Figure 11). Elles
ont été mises a I’abri de la lumiére a une température ambiante pendant 5 jours avant 1’étape

d’extraction.

s
Figure 11 : Les feuilles fraiches d’Origanum vulgare [71]

L’huile essentielle des feuilles d’Origanum vulgare est extraite par le procédé d’hydro-

distillation gréace a un appareil du type Clevenger (Figure 12)[71].
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Figure 12. Appareil d’hydrodistillation de type Clevenger [71]

L’huile est extraite est conservée dans des tubes en verre stériles fermés hermétiquement,

couverte avec du papier d’aluminium pour la préserver de la lumiere, et conserver a 4°C.
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L’analyse de la composition chimique des HEs est effectuée par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) (Figure 13).

T
Figure 13 : Photo d’appareil de la chromatographie en phase gazeuse [71]

Ce couplage permet de déterminer simultanément le nombre de constituants de
I’essence, leurs pourcentages respectifs, leurs ordres de sorties, ainsi que leurs masses
moléculaires et leurs structures (a la limite de ce qui est disponible dans la bibliotheque de
I’appareil) [72].

Le chromatographe en phase gazeuse, couplé a un spectrométre de masse quadripble est
muni d’une colonne (OV1701 [25m]). La température de I’injecteur split est de 250 °C, celle de
I’injecteur est programmée de 40°C (10 min) & 220°C, a raison de 5°C/min est maintenu a
220°C
pendant 5 min. La ligne de transfert étant maintenue a 250 °C. Le débit du gaz vecteur (He) est
de 2.0 ml/min. La vitesse linéaire moyenne est de 35 cm/sec. Les températures de la source et

de I'interface sont fixées a 200°C et 250°C respectivement.

Les constituants sont identifiés par NISTO5 et les indices de Kovats sont déterminés par
la banque de données informatisées ESO 2000.Les pourcentages relatifs des composés
identifiés dans la composition chimique des huiles essentielles sont calculés a partir des aires de

pics obtenus en chromatographie en phase gazeuse CPG/SM sans aucun facteur de correction.

Ces étapes sont suivies par I’évaluation de I’effet antifongique de I'HE d’Origanum

vulgare sur une espéce de champignon Mucor sp.

E
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1.2.Activite antifongique
1.2.1. Isolement des souches

L’isolement du champignon a été effectué a partir d’un fruit de courgette malade. La
zone du symptome a été coupée en petits fragments, ces derniers ont été désinfectés par I’eau
de Javel, ensuite rincés et séchés avant I’ensemencement dans un milieu de culture Saboraud

[73].L’incubation est a 25°C pendant 6 jours.

1.2.2. Purification des souches

Avant d’entamer I’identification, les souches sont purifiées et isolées a 1’aide d’une
série de repiquage qui consiste a transférer aseptiquement un microorganisme dans un milieu
neuf et stérile pour le maintenir en culture pure [74].Cette opération a pour but de faciliter
I’identification des champignons. Une fois que les colonies sont bien différenciées [75]. Le

repiquage des champignons se fait comme suit :

Un fragment du mycélium au bord de la colonie est prélevé a I’aide d’une anse de platine
stérile et deposer au centre de la nouvelle boite de pétrie contenant le méme milieu de culture.

Les cultures sont incubées comme precédemment en maintenant les mémes conditions.

1.2.3. Identification des colonies fongiques

Identification macroscopique : Pour 1’observation macroscopique du champignon isolé,
il est nécessaire d’enregistrer [’aspect des colonies qui représente un critére clef
d’identification, la couleur des colonies est un ¢élément aussi trés important pour

d’identification [74].

Identification microscopique : L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait
apres réalisation d’un étalement entre lame et lamelle. L’observation du thalle, et des spores

sont nécessaire a I’identification [76].

1.2.4. Méthode suivie pour I’évaluation de I’effet antifongique de P’HE d’Origanum

vulgare sur le champignon Mucor sp.

Des boites de Pétri contenant du milieu de culture Sabouraud, sont perforées par deux

trous dans leurs gélose, les cavités formées sont remplies par 0.1 ml d’huile essentielle de

m
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I’espéce Origanum vulgare. L’ensemencement est fait par un disque mycélien coupé d’une
culture de champignon Mucor sp. Les boites sont mises en incubation a température 25°C
pendant 3 jours. L’action inhibitrice s’est manifestée par la formation d’une auréole autour des
puits. La lecture des résultats s’est effectuée par la mesure des diamétres des zones d’inhibition

[77].

Pour la méthode de diffusion par disque en papier est identique a celle de diffusion par
trous, seulement les trous sont remplacés par des disques en papier de Watman N° 01. Pour la
méthode du contact direct, 0.1 ml d’HE d’Origanum vulgare est incorporée avec le milieu de
culture Sabouraud, ensuite un disque mycélien est ensemencé dans le centre de la boite de
Pétri. Les boites sont incubées a température 25°C. La lecture des résultats s’est effectuée par la

mesure des zones d’inhibition [77].

2. Experimentation 2 :L’étude est portée sur I’activité anti-oxydante, antimicrobienne et

insecticide des HEs de deux plantes aromatiques Origanum vulgare L. réalisée par [25].

2.1. Materiel végetal
L’étude porte sur des feuilles d’Origanum vulgare récoltées au stade floraison en mi-juin.

L’extrait d’Origan est réalisé a partir de 100 g de feuilles préalablement séchées a I’ombre
émiettées puis mises dans un ballon avec une quantité d’eau distillée, le ballon est par la suite

porté a ebullition sur un chauffe ballon.

2.2. Extraction de I’Huile Essentielle (HE) par hydro distillation

Le matériel végétal est supporté par une grille ou une plaque perforée placée a une
distance adéquate du fond de I’alambic, rempli d’eau. Sous I’action de la chaleur, I’eau se
transforme en vapeur et passe a travers les plantes en entrainant les molécules aromatiques vers
un systeme de refroidissement. La vapeur d’eau chargée ainsi d’essence retourne a 1’état liquide
par condensation. Le produit de la distillation se sépare donc en deux phases distinctes : I’huile
et I’eau condensée que 1’on appelle eau florale ou hydrolat [62]. Les parties insolubles sont

séparées de 1’eau par décantation pour donner I’HE [78-62].

L’Huile Essentielle(HE) est extraite par I’entrainement a la vapeur pendant 3 heures

(Figure 14).
25
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Figure 14 : Montage d’extraction de type Clevenger [25].

Le rendement est définit comme étant le rapport entre la quantité d’HE récupérée et la
quantité de la matiere végétale seche traitée [79].il est exprimé en pourcentage selon la formule

suivante :

R=Pv/Pax100

Sachant que :
¢ R : rendement de I’huile essentielle
¢ Pb : poids de I’huile essentielle récupérée en gramme

e Pa : poids de la matiére végétale seche en gramme

2.3. Analyse des constituants chimiques de ’HE par la chromatographie enphase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse CPG/MS.

v' La Chromatographie en phase gazeuse

ePrincipe

La CPG est I'une des techniques les plus utilisées en analyse quantitative et qualitative.
Elle s’est répandue de par son codt relativement modére ou encore ses possibilités
d’automatisation. Son principe est basé sur la séparation de composés gazeux selon leur affinité
pour la phase stationnaire (colonne). L’appareil est un assemblage de plusieurs éléments
(Figure 15) :

- le gaz vecteur ;

- lefour;

- Dinjecteur ;

- lacolonne;

- le détecteur.
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Figure 15 : Les différents modules de la chromatographie en phase gazeuse [80].

v' Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse CPG/MS
Le couplage CPG/MS permet une approche plus précise de nombreuses applications de
secteur de 1’agro-alimentation et la technique de référence dans le domaine des HEs. Il permet
d’effectuer simultanément la séparation et I’analyse de différents constituants d’un mélange
complexe.

L’analyse quantitative de I’HE d’Origanum vulgare est effectuée a 1’aide d’un
chromatographe en phase gazeuse Hewlett Packard Agilent 6890N, piloté par Chemstation
(NIST002), d’une Colonne capillaire HP5MS, de 30 m de longueur, 0,25 mm de diameétre
interne et 0,25 [m d’épaisseur de film (Figure 16). La température de la colonne est
programmée de 60 °C pendant 2min ; a raison de 4 °C/min jusqu’a 100 °C pendant Ominpuis a
raison de 6 °C/min jusqu’a 220 °C pendant 10 min. La température de I’injecteur est de
250°C.

Le chromatographe en phase gazeuse est couplé a un spectrometre de masse Agilent 5973.
Le gaz vecteur est ’hélium avec un débit de 1 ml/min. L’HE est injectée automatiquement a
un volume de 0.5 [1 géré en mode Split 1/100. Le débit du gaz vecteur est fixé a 1 ml/min.
Les conditions opératoires sont les suivants :

- Tempeératures : interface (280°C), source (230°C), quadrip6le (150°C).

- L’énergie d’ionisation est de 70 eV

a
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Figure 16 : La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse [25].
2.4. Activité anti-oxydante de I’Huile essentiel

La mise en évidence de I’activité anti-oxydante in vitro de ’'HE d’O vulgare est réalisée

par la méthode de piégeage du radical libre DPPH

La méthode de piégeage du radical libre DPPH a d’abord été décrite par [81],et a
ensuite été largement modifiée par de nombreux chercheurs[82]. Le DPPH (1,1-diphényl -2-
picrylhydrazyle) (C18H12N506 ; M= 394,33g/mole) est un radical libre stable, de couleur
violette qui réagit avec des composés qui peuvent donner un atome d’hydrogeéne, mais il est

sensible a la lumiére, a I’oxygene, au pH et a la nature du solvant utilisé [83].

A température ambiante, le radical DPPH present, en solution alcoolique, une intense
coloration violette qui disparait au contact d’une substance donneuse de protons. Cette
décoloration met en évidence le pouvoir antioxydant d’un échantillon par sa capacité a piéger le

radical libre et se traduit par une diminution de 1’absorbance a 517 nm [84].

L’activité anti-radicalaire exprime la capacité de 1’antioxydant a piéger le radical libre,
elle a été estimée en pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol.
L’absorbance lue est ensuite transformée en pourcentage d’inhibition par rapport a
I’absorbance de la solution témoin [85].Le pourcentage d’activité anti-oxydante est calculé

selon I’équation suivante :

% d’inhibition = [Abs contréle-Abs échantillon / Abs contréle] x 100

Sachant que Abs controle représente I’absorbance du blanc (DPPH/méthanol).

28




Matériels et méthodes

L’IC50 (inhibitory concentration 50% ; concentration inhibitrice a 50 %) permet de
calculer la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux
DPPH. Elle est calculée graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés,

pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions utilisées [86].

2.5. Activité antibactérienne de P’HE

2.5.1. Evaluation qualitative de I’activité antibactérienne (aromatogramme)

Cet examen se fait de la méme maniére qu'un antibiogramme ou les antibiotiques sont
remplacés par des essences aromatiques, prealablement sélectionnées et reconnues.
L'aromatogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode de disques est
une technique qualitative permettant de déterminer la sensibilité des microorganismes vis-a-vis
d'une substance réeputée antibactérienne. Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des
HEs a lintérieur d'une boite de Pétri, dans un milieu nutritif solide (Mueller Hinton). Le
protocole de base des aromatogrammes adopté est celui proposé par [87],avec des quelques

modifications.

e Réactivation des souches bactériennes

Pour préparer des suspensions bactériennes selon les normes du CLSI (Clinical
Laboratory Standards Institute) les souches bactériennes sont réactivées par repiquage a partir
du milieu de conservation sur milieu de culture solide, (gélose nutritive) préalablement fondu,
coulé dans des boites de Pétri sur 4 mm d’épaisseur (les boites sont refroidies et séchées avant
d’étre ensemencés). Apres 24 h d’incubation a 1’é¢tuve (37°C), les boites sont retirées et les
cultures pures et jeunes serviront a la préparation des suspensions bactériennes.

e Préparation des suspensions bactériennes

La méthode de préparation de 1’inoculation est celle préconisée par la CLSI qui consiste
a préparer, a partir d’'une culture de 18 a 24h de la bactérie étudiée sur le milieu gélosé, une
suspension en solution saline (0.9%NaCl) eéquivalente au standard McFarland 0.5
(10°CFU/mI). Cette suspension peut étre obtenue par la mesure de la densité optique (DO)
allant de 0.08 a 0.1 lue a 625nm.

e Ensemencement

Les souches bactériennes choisies sont ensemencées en milieux de culture gélosée
Muller-Hinton dans les boites de Petri a une épaisseur de 4mm. Les boites séchées sont

ensemencées a partir des suspensions bactériennes a [’aide des écouvillons stériles.

S
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L’écouvillon est imbibé de la suspension bactérienne, essoré contre la paroi interne du tube a
essai.

L’ensemencement se fait par des stries serrées, de haut en bas .L’opération est répétée
deux a trois fois, en tournant la boite 60 ° a chaque fois. L’écouvillon doit étre passé sur la
périphérie de la gélose.

e Distribution des disques

Les disques stériles de papier buvard de 6 millimétres de diametre, sont saisis a la pince
stérile et imprégnés de 10 pul d’huile essentielle. Les disques sont appliqués a la surface des
milieux de cultures précédemment ensemencés. L’incubation est réalisée dans une étuve a
37°C pendant 18 a 24 heures.

Aprés incubation de 24 h, l'absence de croissance bactérienne exprimant une activité
antimicrobienne se traduit par un halo translucide autour du disque, de méme couleur que la
geélose stérile et dont le diamétre est mesuré a l'aide d'un pied a coulisse (exprimé en mm). Il est
important de noter que la quantité d'HE déposée sur le disque varie selon les auteurs, excluant

toute comparaison des valeurs des diamétres mesurés [88].

2.5.2. Evaluation quantitative de I’activité antibactérienne (calcul des CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en extrait pour laquelle,
aucune croissance visible a I’ceil nu n’est observée [89],elle est déterminée par la méthode de
dilution en milieu solide décrite par [90],et rapporté par [91],et qui consiste a disperser I’extrait
a des concentrations variables dans le milieu gélosé avant sa solidification. Donc une gamme
de concentration de I’HE diluée dans le DMSO est préparée, chaque dilution d’HE (500ul) est
incorporée a 19,5ml de MH maintenu en surfusion. Aussit6t, le mélange est réparti dans des
boites de Pétri.

Apreés solidification du milieu, I’ensemencement est exécuté par des spots a I’aide d’une

pipette Pasteur. L’ensemble est incubé pendant 24h a 37°C avec un témoin de croissance

2.6. Activité insecticide de ’HE

Le test de ’activité insecticide de ’'HE d’origan, est réalisé sur un insecte la Pyrale de la
farine Ephestiakuehniella. C’est une mite des denrées stockées, les larves de cette pyrale
s'attaquent essentiellement a la farine ou a la semoule, aux grains de céréale (blé, mais et riz), et

plus surtout aux fruits desséchés (raisins, figues, abricots) [92].
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Le test de I’activité insecticide de I’HE est basé sur un test de répulsivité qui consiste a

¢tudier Deffet répulsif de 'HE d’origan, sur Ephestiakuehniella. Pour réaliser ce test le

protocole suivant est adopte :

- Découpage de deux parties égales d’un papier consone avec une longueur équivalente a la

longueur de la boite.

- Pulvériser une partie du papier avec la dose d’HE choisie (500 pl) et garder I’autre partie du

papier sans traitement.

- Aprés évaporation du solvant, les deux parties du papier sont rassemblées par un ruban

adessif.

- 10 larves et adultes du méme age (des leur exuviation) seront déposés au milieu de la boite

- Au bout d’une demi-heure, dénombre les insectes retrouvés sont dénombrés sur chaque c6té

du papier.

Le pourcentage de répulsion (PR) est calculé comme suit :

PR = [(NC-NT)/ (NC+NT)]*100

NC : le nombre d’insectes présents sur la partic du papier non traitée

NT : le nombre d’insectes présents sur la partie du papier traitée avec une dose d’HE brute.

Le pourcentage de répulsion moyen pour chaque dose est calculé et I'huile sera attribuée a

I’une des différentes classes répulsives selon le classement de [93]. (Tableau 3).

Tableau Il1. Pourcentage de répulsion selon [93].

Classe Intervalle de répulsion Propriété de la substance testée
0 PR<0,1% Non répulsive
l 10-20 % Tres faiblement répulsive
3 20-40 % Faiblement répulsive
3 40-60 % Modérément répulsive
4 60-80 % Répulsive
5 80-100% Tres répulsive

=y
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Au terme de cette étude d’investigation théorique, différents résultats apparaissent a

travers les deux expérimentations relatives a I’évaluation des propriétés chimiques des huiles

essentielles de I’Origanum vulgare et de ses activités antifongiques.

Les résultats de la premiere expérimentation réalisée par [25] montrent que le
rendement d’extraction de I’HE de I’Origanum vulgare sur la matiere végétale fraiche est de
0.23 %. Résultat confirmé par Iteipmai [94] qui stipule que le rendement d’HE est en moyenne
entre 0,07 et 0,3 % chez la partie aérienne fraiche et de 0,5 a 5,0%.sur la partie aérienne seche
des feuilles d’Origan. [95] le rendement moyen est plus élevé, il est de ’ordre de 2,7% +0,06.
Cette différence est due a diverses conditions telles que les facteurs écologiques, climatiques,
l'origine géographique, le génotype, et d’autres facteurs [96- 97- 98].

Les parametres organoleptiques de 1’huile essentielle montrent qu’elle est de couleur

jaune tres claire avec un aspect limpide et une odeur aromatique.

L’analyse chromatographique par CPG/SM de ’'HE d’Origanum vulgare, présentée par
un chromatogramme (Annexe 01), a permis d’identifier une large gamme de composés
chimiques. Aprés traitement de donneées, les principaux composants dits majoritaires sont :
‘+Terpinene nommee aussi 1,4-Cyclohexadiene,1-methyl-4-(1-methyl)-(46.85%),
0-Cymene(11.57%), (+)-4-carene (6.91 %) et .beta.-Myrcene (4.42 %) (Tableau 4).

Tableau IV. Les composés chimiques majoritaires de I’HE d’Origanum vulgare et leurs

Pourcentages. [71]

Peak | Rt Name area%o
12 2606 | y-Terpinene mommeée aussi - 1 4-Cvclohexadiene 1-methvl-4-(1- | 46 85
methyl)-
13 8787 | o-Cymene 1157
9 7.723 | (+)-d4-carene 6.91
7 6 882 | beta-Myrcene 4.42
36 24 8553 | Carvophyvllene 3.46
39 27.751 | Phenol 2-methvl-5-(1-methvlethvl)- 3.11
1 4575 | Origanene 2.83
41 29 685 | Cwclohexane l-methvl-4-(5-methvl-l-methvlene-4-hexenvl)-.(S)- | 2.82
18 13957 | 1.6-Octadien-3-ol, 3.7-dimethvl- 1.72
2 4. 694 1R-alpha pinene 1.29
37 27.308 | Thymol 1.22

R.t: Retention time (as minutes)
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Selon [18] I’analyse CPG/SM a fait ressortir 43 composés, dont les principaux

constituants de I'huile sont le para-cymene (25.615%), le thymol (23.129 %), le Carvacrol
(20.321%), le Gamma-terpinéne (16.612%) et l'alpha-terpinéne (1.787%). Alors que [99] ont
rapporté une composition différente pour cette huile essentielle qui présente 33.85% de
Carvacrol, 23.64% de thymol, 20.85% de para-cymeéne et 12.03% de tterpinene.

Les résultats de la CPG/MS ont montré que I’HE contient plusieurs composés des
alcools, des lactones et ses qui terpéniques ; ce qui conduit a penser que le principe actif serait

probablement un ou plusieurs constituants qui sont contenus dans cette huile essentielle.

Les résultats obtenus sur le test d’activité antifongique de I’HE de I’Origanum vulgare
sur le champignon Mucor sp, ont montrés une forte inhibition de la croissance radiale du
champignon (100%), diamétre d’inhibition 9 cm (Figure 17). [99] les huiles essentielles dont le
thymol et [+Terpinene constituant un des composants majoritaires, sont efficaces dans
I’inhibition de la croissance mycélienne, la production des spores et la réduction des

mycotoxines.

Huile pure Sans huile

Diamétre dela zone d'inhibition
(cm)
O = N W B U N 0 O

Traitement

Figure 17 :La mesure des zones d’inhibition de I’activité antifongique [71]

De nombreuses études ont démontré que le pouvoir antifongique exprimé par 1’huile

essentielle peut étre associé a son composant majoritaire [100].

Des études fondamentales ont montré que les aldéhydes et les cétones mono-terpéniques

(le thymol, linalool, I’eucalyptol, Camphre, carvacrol) ont une activité antifongique et
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antibactérienne [101]. Ce qui conduit a penser que I’huile essentielle HE de I’Origanum

vulgare a une activité antifongique parce qu’elle comprend le thymol, le [+Terpinene, le o-
Cymene et (+)-4-carene.

Le mécanisme d’action des huiles essenticlles a 1’égard des micro-organismes est
complexe, il est admis que I’action antimicrobienne des HEs dépend de leur nature hydrophile
ou lipophile[69] Les HEs ont la capacité de pénétrer et perturber la paroi cellulaire fongique,
perméabilise les membranes cytoplasmiques et enfin endommager les membranes
mitochondriales [102 - 103]

Selon les résultats du test de dilutions d’HE, I’inhibition de la croissance mycélienne
radiale du Mucor sp. accroit avec ’augmentation de la concentration de I’huile essentielle
d’Origanum vulgare (Figure 18) : 7,625+0,75 cm pour 75% ; 4,2+0,85 cm pour 50% ; 2,9+0,53
cm pour 25% ; 0+0 cm pour 12.5. Il y a des différences significatives entre les moyennes de
diametre de différentes concentrations dans les probabilités inférieur a 95 et 99%. La

concentration minimale d’inhibition (CMI) est révélée avec la dilution25%

HEpure Sanshuile 757 so /- 25). 125

~N w 4 w o ~ o

Diamétre de la zone d'inhibition (cm)

Figure 18 : Les mesures des Zones d’inhibition du champignon Mucor sp. sous I’effet des

différentes concentrations de 1’huile essentielle d’Origanum vulgare [71]

L'augmentation du contenu en carvacrol et thymol de I'huile essentielle permet ainsi

d'augmenter le potentiel antifongique de I'huile essentielle [104]

Les résultats de la seconde expérimentation réalisée par [25] montrent que I’HE obtenue

par hydro-distillation est de couleur jaune, avec une saveur

-

fortement piquante et une forte odeur tymolée caractéristique des plantes aromatiques
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L’Origanum vulgare enregistre un rendement relativement moyen de (1,15%) égal a

celui du Maroc [105] et plus élevé que celui de Tunisie qui révele les plus faibles
rendements (0,1-0,7%) [106]. Le rendement le plus élevé a été obtenu par [18] qui a travaillé
sur la méme sous espéce (Origanum vulgare glandulosum) avec une valeur de 2,52%. La
différence existante entre les rendements d’extraction obtenus est probablement liée au temps
de I’hydro-distillation, la durée de séchage ; le rapport Eau/Matiere végétale ou la température
de chauffage [107] Elle peut étre liée, également aux facteurs climatiques (chaleur, froid, stress
hydrique), facteurs géographiques (altitude, nature du sol, taux d’exposition au soleil) et

génétiques (croisements naturels) [108]

L’analyse des constituants chimiques de ’HE d’Origanum vulgare par chromatographie
en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse a révélé que cinquante-huit (58)
constituants volatils sont identifiés dans cette HE, représentant 98,8% de la composition totale.
Le composant le plus abondant étant le Thymol (32,58%) reporté sur la figure 15. D'autres
composants sont egalement identifiés tel que : [-Terpinéne (18,76%), Durenol (17,92 %),
1,2,3,4-Tetramethylfulvene  (11,40%), (+)-4-Carene (2,79%), [+Myrcene (1,94%),
Caryophylléne (1,80%), [+ Sesquiphellandrene (1,43%) et Linalool (1,22%).

1876 17492
11.4
2.79 1.94 1.8 1.43 1.22
) )

Figure 19 : Principaux composés (en %) de I'HE d’Origanum vulgare [25]

Selon [25] les composants chimiques de I'HE de 1’espéce Origanum vulgare se
répartissent sur sept classes biochimiques fondamentales. Les phénols (50, 91%), les mono-

terpénes hydrocarbonés (38,54%), les mono-terpenes oxygénés (3, 51%), les sesquiterpénes
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hydrocarbonés (2,82%), les sesquiterpenes oxygénés (2,16%), les acides (0, 36 %) et les
cétones (0, 17%) (Figure 20).

M Acide

H Sesquiterpénes
hydrocarbonés

u Cétone

# Phénols

H Monoterpénes
hydrocarbonés

s Monoterpénes
oxygeénes

Figure 20 : Répartition des principales familles de composés de I'HE d’Origanum vulgare [25]

Les phénols constituent la classe chimique majeure (Figure 16). Il s’agit du thymol
(32,58%), constituant majoritaire, le durenol (17,92%), p-thymol, 3-tert-butylphenol, 2,5-
diethylphenol, 3,5-di-t-butylcatechol et le biosol minoritaire (0,04%).

L’activité anti-oxydante de ’'HE d’Origanum vulgare évaluée par le test de piégeage du
radical DPPH a donné des valeurs qui a permis de tracer des courbes du pourcentage d’activité
anti-radicalaire pour ’HE d’Origanum vulgare 1’acide ascorbique et le BHT. D’aprés les
résultats représentés dans la figure 21, il semble que [Pactivité anti-radicalaire est
proportionnelle a 1’augmentation de la concentration des échantillons. La cinétique du
pourcentage d’activité anti radicalaire a permis de déterminer I’IC50, qui correspond a la
concentration d’HE, d’acide ascorbique ou du BHT nécessaire a I’inhibition de 50% du DPPH
présent dans le milieu. Notons que plus I'IC50 est faible plus I’activité anti-oxydante du
compos¢ est importante. Les résultats sont exprimés sous la forme de valeurs d’IC50 (Figure

21).
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Figure 21 : Activiteé anti-radicalaire de ’'HE d’Origanum vulgare, d’acide ascorbique et du

BHT (Chaque valeur représente la moyenne de trois essais) [25]

L’activité¢ anti-radicalaire de 'HE (1.28 + 0.07 mg/ml) est inférieure a celle du BHT
(0.17£0.02 mg/ml) et de I’acide ascorbique (0.361 = 0.040 mg/ml). Ce résultat témoigne d’une
capacité reductrice modeste comparée a celle de la littérature. Une étude menée par [35]sur
différentes populations d’origan de différentes zones algériennes (Sétif, Bejaia, Biskra, M’sila
et Bordj Bou Arreridj) a révelé la bonne capacité anti-radicalaire des HEs qui ont donné des
IC50 variant de 16.2 a 26.7 [g/ml. Le travail publi¢ par [109]montre que I’'HE d’origan de
deux régions tunisiennes posséde une bonne activité anti-oxydante avec des 1C50 de 105.29
mg/L et 142.86 mg/L. Cependant une autre étude faite aussi sur ’'HE de la méme espece
poussant en Tunisie a enregistré un IC50 de 625 [g/ml [110]L’HE extraite d’Origanum
vulgare L. du Maroc a montré une forte activité anti-radicalaire (IC50 60.1 £ 3.3 mg/L) avec la
méthode de DPPH [111]1l est établi dans plusieurs études que I’activité d’une HE est en rapport
avec les composés majoritaires et les possibles effets synergiques entre les constituants [112-
113-69] Ainsi les travaux de [114]ont démontré une grande activité anti-oxydante des HEs
contenant des mono-terpenes et / ou des sesquiterpénes oxygenés. [115] ont prouvé qu’une
corrélation existe entre l’activité anti-oxydante d’une HE et la teneur en mono-terpenes
oxygenés. En contradiction avec les travaux de [116] ou ils ont démontré que les huiles avec

une prédominance mono-terpénigue ont une activité assez modeste.
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L’activité antibactérienne de I’HE est évaluée sur des souches bactériennes a Gram

négatif et Gram positifs en déterminant les diametres des zones d’inhibition et la détermination
des CML. Selon I’échelle d’interprétation de [87] une souche bactérienne est considérée comme
résistante (-) a un extrait végétal si son diamétre d’inhibition est égal & 6 mm ou inférieur a 8
mm. Elle serait de sensibilité limitée (+) si son diametre d’inhibition est compris entre 8 et 14
mm, de sensibilité moyenne (++) si son diamétre d’inhibition est compris entre 14 mm et 20
mm et enfin trés sensible (+++) si son diamétre d’inhibition est supérieur a 20 mm. Selon
I’échelle de classification de [117], un extrait posséderait une forte inhibition si sa CMI est
inferieure a 0,5 mg/ml, elle serait modérée si elle est comprise entre 0,6 et 1,5 mg/ml et enfin
faible si elle est supérieure a 1,6 mg/ml

L’HE d’Origanum vulgarea montré une excellente activité sur la majorité des souches
bactériennes a Gram négatif testées avec des diamétres des zones d’inhibitions allant de 20,6
32,6 mm pour E.coli, 24- 26,7 mm pour les Salmonelles, 23.5-31,2 mm pour les Citrobacter et
enfin 37,7 mm pour Shigella. Les valeurs des CMIs moyennes des souches d’E.coli se situent
dans un large intervalle de 0,314 a 5,025 mg/ml. Par ailleurs, les espéces du genre Citrobacter,
Selmonella et Shigella sont sensibles a I'huile essentielle testée avec des CMIs moyennes
comprises entre 0,68 et 1,25 mg/ml. Les souches de Klebsiella terrigena, se montraient
sensibles vis-a-vis de ’'HE d’Origanum vulgareavec une CMI moyenne de 0,628mg/ml par
ailleurs, les souches de Klebsiella sp, Enterobacter intermedius, Serratia marcescens et Hafnia
alvei se sont montrées peu sensibles vis-a-vis de ’'HE avec une CMI beaucoup plus élevée
(1,25mg/mg) [25].

Selon [28]le pouvoir antimicrobien de I’'HE d’Origanum vulgaresubsp. glandulosum de
la région de Tlemcen est riche en Thymol (51,3 %), sur plusieurs souches notamment

Kiebsiella pneumoniae, E. coli, Citobacter frundii,Enterobacter cloaceae et Salmonella thyphi.

Les bactéries a Gram positifs sont totalement sensibles a I’HE d’Origanum vulgare
Staphylococcus aureus et Bacillus sphaericus avec des diamétres des zones d’inhibition allant

de 9.8 mm a 31.9 mm respectivement [25].

[118] rapportent que les bactéries a Gram positif sont plus sensibles a ’effet des HES
que les bactéries a Gram négatif. La membrane externe des bactéries a Gram négatif est une

membrane trés riche en lipo-polysaccharides et est hydrophile (imperméable), ce qui empéche
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les terpénes hydrophobes d’y adhérer [119] Les HEs riches en composés phenoliques, sont

largement rapportés a posséder des niveaux élevés d’activité antimicrobienne [117-120-121]

L’évaluation de I’activité insecticide de ’'HE d’Origanum vulgare sur un insecte
ravageur des denrées stockées Ephestia kuehniella a révélé que L’HE perturbe la reproduction
des insectes en prolongeant leur développement nymphal et la période de pré-oviposition et en
réduisant la période d’oviposition et la fécondité des femelles [25].

L’HE a montré un effet significatif sur la longévité des adultes d’Ephestia kuehniella et

un effet répulsif sur les larves et les adultes d’Ephestia kuehniella

Les effets toxiques et répulsifs de cette HE pourraient dépendre de sa composition
chimique et du niveau de sensibilité des insectes [122]. L’analyse de la composition chimique
des huiles essentielles d’Origanum vulgare montre la présence des composants connus pour
leurs propriétés insecticides, c’est le cas de thymol, p-cymeéne, [+Terpinéne, [+pinene, linalol

et carvacrol.

Plusieurs travaux ont démontré la toxicité du thymol sur plusieurs insectes. Ce
composant phénolique est toxique pour Varroa a tous les stades de son développement : les
ceufs, les larves les nymphes et les adultes [123]. [124]. ont aussi noté une toxicité chez
I’anophele : que ce soit au stade ceuf, larve ou adulte. Le thymol exerce une action sur la
contraction musculaire, ce qui a conduit a une baisse de fréquence des battements d’ailes (effets
sublétaux) chez Phaenicia sericata adulte [125]. L’activité insecticide du thymol a été aussi
étudiée sur les abeilles. Une mortalité des jeunes larves est observee avec dans le méme temps
un changement de comportement des adultes [126-127].L’activité insecticide de plusieurs
composants des HES a été testée. Selon les travaux de [128]. et aussi d’ [129]. le [+terpinéol, le
cinéole, le limonéne et I’ [-pinene posseédent un effet toxique sur le charancon brun de la farine

Tribolium confusum.

Cependant, il serait difficile de penser que 1’activité insecticide de cette huile se limite
uniquement a certains de ses constituants majoritaires ; elle pourrait aussi étre due a certains

constituants minoritaires ou a un effet synergique de plusieurs constituants.
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CONCLUSION

Les plantes médicinales sont plus utilisées depuis longtemps puisqu‘elles contiennent
des composants chimiques possédent des propriétés biologiques tres importantes qui trouvent
de nombreuses applications dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie,

cosmétologie et I’agriculture

Cette étude d’investigation théorique est consacrée d’une part a analyser des huiles
essentielles d’Origan Origanum vulgare L. par chromatographie en phase gazeuse et d’autre
part a estimer les activités anti-oxydantes, antimicrobiennes, antifongiques et insecticides de
ses huiles essentielles.

Lors de la premicre étude I’analyse de 1’huile essentielle d’Origanum vulgare par
chromatographie en phase gazeuse couplee a la spectrométrie de masse CPG/SMa fait
ressortir 43 composés chimiques, dont les principaux constituants de I'huile sont le para-
cymene, le thymol, le Carvacrol, le Gamma-terpinene et l'alpha-terpinene. Egalement le test
d’activité antifongique de I’huile essentielle de 1’Origanum vulgare sur le champignon Mucor
sp, a décelé une forte inhibition de la croissance radiale du champignon (100%). Il semblerait
que les huiles essentielles dont le thymol et [-Terpinene composants majoritaires, sont
efficaces dans I’inhibition de la croissance mycélienne, la production des spores et la

réduction des mycotoxines.

La seconde étude a démontré que I’analyse des constituants chimiques de I'HE
d’Origanum vulgare par chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de
masse a révelé que cinquante-huit (58) constituants volatils identifiés dans cette HE,

représentant 98,8% de la composition totale. Le composant le plus abondant étant le Thymol.

Les résultats de I’activité anti-oxydante de I’huile essentielle de I’Origanum vulgare L.
évaluée par le test de piegeage du radical DPPH est inférieure a celle du BHT et de I’acide
ascorbique. Ce résultat témoigne d’une capacité réductrice modeste comparée a celle de la
littérature. Cependant I’activité antibactérienne de cette HE est tres efficiente sur la majorité
des souches bactériennes. L’HE d’Origanum vulgare a montré une excellente activité sur la
majorité des souches bactériennes a Gram négatif testées avec des diametres des zones
d’inhibitions observés pour E.coli, les Salmonelles, les Citrobacter et enfin pour Shigella. Les
souches d’E.colisont peu sensibles a I’huile essentielle testée avec des CMIs. Par ailleurs, les
espéces du genre Citrobacter, Selmonella et Shigella sont sensibles a 1’huile essentielle testée

avec des CMIs
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CONCLUSION

Les bactéries a Gram positifs Staphylococcus aureus et Bacillus sphaericus sont
totalement sensibles a 'HE d’Origanum vulgare. Ainsi il semblerait que les bactéries & Gram
positif sont plus sensibles a ’effet des HEs que les bactéries a Gram négatif. La membrane
externe des bactéries a Gram négatif est une membrane trés riche en lipo-polysaccharides et
est hydrophile (imperméable), ce qui empéche les terpénes hydrophobes d’y adhérer.

L’évaluation de I’activité insecticide de ’'HE d’Origanum vulgare sur un insecte
ravageur Ephestia kuehniella a révélé que L’HE perturbe la reproduction des insectes en
prolongeant leur développement nymphal ainsi que la période de pré-oviposition en réduisant

la période d’oviposition et la fécondité des femelles.
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Résumé
Les huiles essentielles d’Origanumvulgare L. sont extraites par hydrodistillation a partir des

parties aériennes. Les échantillons d’Origan sont analysés par la CPG/SM. Entre 43 a 56
composants sont identifiés 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 résultats de I’activité antioxydante de I’huile essentielle de 1’Origanumvulgare L.
témoignent d’une capacité réductrice modeste, cependant 1’activité antibactérienne de cette HE est
tres efficiente sur la majorité des souches bactériennes. L’HE a montré une excellente activité sur la
majorité des souches bactériennes a Gram négatif testées a savoir : E.coli, les Salmonelles, les
Citrobacter et Shigella, et celles a Gram positifs Staphylococcus aureus et Bacillus sphaericus.

Les résultats du test d’activit¢ antifongique de I’huile essentielle sur le champignon
Mucorsp, ont décelé une forte inhibition de la croissance radiale du champignon (100%) et ceux de
I’activité insecticide sur I’insecte Ephestiakuehniella ont révelé que cette HE perturbe la

reproduction des insectes et la fécondité des femelles.
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