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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes naturelles ont toujours présenté un intérét trés important pour 1’humanité
et ce de par les bienfaits générés par les substances bioactives qu’elles renferment et qui
interviennent dans diverses applications liées aux activités courantes. A titre d’exemple les
huiles naturelles, en particulier les huiles essentielles, sont parmi les composés les plus
importants qui suscitent un intérét croissant dans divers secteurs industriels [1][2],
notamment 1’alimentaire [3], le cosmétique [4] et le pharmaceutique [5]. Par consequent les
plantes naturelles sont des sources extraordinaires pouvant fournir des produits a utiliser
pour le traitement de beaucoup de maladies que I’homme a connu et ce malgré le fait que
les procédés de productions de ces substances médicales soient purement traditionnels et
trés peu développés.

En effet ces huiles essentielles contiennent des composants biologiquement actifs qui
leur conférent de multiples propriétés telles que 1’activité antioxydante, antidiabétique et
antibactérienne. Par conséquent, elles représentent des alternatives naturelles aux substances
chimiques industrielles, contribuant ainsi a la production de produits plus sirs et plus sains

pour le consommateur.

Actuellement le souci majeur concernant le domaine des plantes naturelles est surtout
les techniques d’extraction des substances bioactives, qui sont généralement de deux types,
selon qu’elles soient conventionnelles ou non conventionnelles, ou les premiéres sont les
plus anciennes mais toujours assez utilisées, citant a titre d’exemple I’hydrodistillation, la
macération, 1’extraction par Soxhlet, etc. Par contre les deuxiémes, non-conventionnelles
sont basées sur des technologies plus développées opérant a des pressions tres élevées,
faisant intervenir des ultrasons, des microondes, etc. Cependant dans tous les cas
I’obtention de ces huiles repose essentiellement sur des techniques d’extraction, qui doivent
étre efficaces, économiques et respectueuses de I’environnement. En ce sens, les techniques
d’extraction par Soxhlet et macération se distinguent comme des méthodes traditionnelles
pour extraire les composés huileux des plantes. Bien que simples, ces méthodes sont encore
largement utilisées en raison de leur capacité a extraire des quantités importantes d’huiles,
mais la différence entre elles en termes d’efficacité et de qualité de 1’huile extraite nécessite
une évaluation et une comparaison scientifiques rigoureuses.

Généralement la composition de I’huile extraite est le facteur le plus influant concernant
le type les applications possibles. A titre d’exemples, les antioxydants sont parmi les
composés bioactifs les plus importants influengant directement la qualité et la stabilité des
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huiles extraites [6]. Ils protégent les huiles contre I’oxydation, ce qui prolonge leur durée de
conservation et maintient leurs propriétés physiques et chimiques [7]. Ils jouent également
un role essentiel dans le domaine médical de par la prévention des maladies liées au stress
oxydatif, telles que le diabéte, le cancer et les maladies cardiovasculaires [8].

Généralement, 1’efficacité du procédé d’extraction est influencée par un ensemble de
facteurs tels que la température, la durée de 1’extraction, la nature du solvant utilisé et le
rapport masse/solvant [9]. L’optimisation de ces variables est essentielle pour augmenter le
rendement et garantir la qualité de I’huile obtenue. Dans ce domaine, les plans d’expériences
sont utilisés comme un outil méthodologique pour étudier 1’effet des différents parameétres
et déterminer les conditions optimales d’extraction.

Dans cette étude, il s’agit d’aborder la problématique liée a I’identification des
meilleures méthodes pour extraire 1’huile essentielle de la plante Origanum majorana, en
termes de rendement et de qualité. Quelle est la méthode la plus adaptée entre la macération
et le Soxhlet pour obtenir un rendement élevé et une bonne qualité ? Quels sont les facteurs
qui influencent 1’activité antioxydante ? Et comment peut-on utiliser un plan expérimental
pour déterminer les meilleures conditions d’extraction ?

Par conséquente, I’objectif de cette étude est de mettre en évidence 1’étude et la
comparaison de I’efficacit¢ des deux méthodes d’extraction (Soxhlet et macération) en
termes de quantité et qualité. Il vise également a évaluer leur activité antioxydante et
antidiabétique a I’aide de tests biologiques appropriés (DPPH, ABTS et essai d’inhibition de
a-amylase). Par la suite, un plan expérimental Box-Behnken sera appliqué pour améliorer
les conditions d’extraction par soxhlet.

Le manuscrit présentant ce travail comprend trois chapitres principaux. Apres une
introduction générale qui montre surtout I’intérét et la portée de ce travail, le premier chapitre
a été consacré a une revue bibliographique qui concerne différents aspects du secteur des
plantes naturelles considérées comme sources de substances bioactives, focalisant surtout
sur les différentes méthodes d’extraction, les propriétés des extraits pouvant étre obtenus,
particulierement les activités biologiques, leurs valorisations, leurs différents domaines
d’applications, etc. La plante a étudier a été considérée comme systeme modele. Finalement
I'objectif de ce chapitre est de revoir et comprendre les fondements de ce domaine, la
méthodologie a suivre pour bien mener toute étude similaire concernant les plantes
naturelles, leurs extraits, les propriétés de ces derniers, leurs valeurs, utilities, les différentes

méthodes d’extraction, etc.
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Le deuxiéme chapitre concerne la description des deux méthodes d’extraction
considérées, matériels et les produits chimiques utilisés.

Le troisieéme chapitre présente tous les résultats obtenus ainsi que leur interprétation et
discussion.
Enfin une conclusion générale cloture le manuscrit tout en citant quelques perspectives pour

le développer encore plus.
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CHAPITRE |

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Le présent chapitre concerne une revue bibliographique liée a différents aspects du
secteur des plantes naturelles considerées comme sources de substances bioactives,
focalisant surtout sur les propriétés des extraits pouvant étre obtenus, particulierement les
activités biologiques, leurs valorisations, leurs différents domaines d’applications, etc. Ceci
permettra aussi de mesurer I’importance, la valeur et le potentiel de ce secteur, point de vue
socio-économique techniques et aussi étre une opportunité pour approfondir les
connaissances scientifiques concernant les techniques d’extraction des substances
bioactives, leur performance, analyse, optimisation, les propriétés des extraits surtout
biologiques, les valorisations possibles pour des applications bien ciblées, etc. En d’autres
termes l'objectif de ce chapitre est de revoir et comprendre les fondements de ce domaine,
la méthodologie a suivre pour bien mener toute étude similaire concernant les plantes
naturelles, leurs extraits, les propriétés de ces derniers, leurs valeurs, utilities, les différentes

méthodes d’extraction, etc.

1. Les huiles naturelles et leurs propriétés

Depuis I'Antiquité, I'nomme utilise des huiles d’une maniére continue qui a évolué a
travers les ages. De nos jours ces substances bioactives jouent un réle crucial dans divers
domaines secteurs socio-économiques, citant les industries pharmaceutiques, cosmétiques,
agroalimentaires, etc [10]. Principalement deux grandes classes d'huiles peuvent étre
distinguées : les huiles végétales et les huiles essentielles qui sont décrites comme suit :

1.1. Les huiles végétales
1.1.1. Définition

Elles sont aussi connues sous comme ‘huiles non essentielles ou fixes’ [11], et sont des
substances grasses et épaisses qui sont généralement liquides a température ambiante [10].
Habituellement derivees de graines végétales (comme I’huile de soja, 1’huile de colza,
I’huile de sésame, etc.), ou plus rarement d'autres parties des fruits (telles que 1'huile d'olive,
I'huile de palme, etc.), par simple pression ou par extraction utilisant un solvant. Leur
composition chimique est a la fois assez variée et complexe, et est influencée par une
multitude de facteurs comme leur provenance botanique, les conditions agronomiques, la
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saison et les méthodes de d’extraction utilisées [11].

1.1.2. Composition chimique
e Triglycérides

Les triglycérides constituent les principaux composants des huiles végétales,
représentant 95 a 98 % de la composition globale, dépendant de la source de I'huile. Le
terme « huile » fait ici référence aux triglycérides qui se trouvent a I'état liquide a
température ambiante. Les triglycérides sont formés par I'estérification de trois molécules
d'acides gras avec une molécule de glycérol, et en fonction du niveau de saturation des
acides gras, ils peuvent étre classés en trois catégories : acides gras saturés, monoinsaturés
et polyinsaturés. Les propriétés des huiles végétales sont influencées par plusieurs
parametres, notamment : i) la longueur des chaines des acides gras, ii) le degré
d’insaturation et iii) la configuration stéréochimique des doubles liaisons. En outre, des
facteurs tels que les conditions climatiques, les pratiques agronomiques et les méthodes
culturales peuvent entrainer des variations dans la composition en acides gras des

triglycérides [11].

e Composés mineurs

En plus des triglycérides, les huiles végétales contiennent une diversité de composés
mineurs non triglycériques, représentant moins de 5 % de la composition totale. Bien que
présents en faibles proportions, ces constituants jouent un réle essentiel en raison de leurs
propriétés biologiques et de leur importance nutritionnelle, en particulier pour les industries
nutraceutiques et pharmaceutiques. Ces composés peuvent étre divisés en deux grandes
catégories : les glycérolipides, comprenant les monoglycérides, les diglycérides et les
phospholipides ; et les composés non Glycéro lipidiques, parmi lesquels on trouve les
tocophérols et tocotriénols, les stérols, les acides gras libres, les pigments, les vitamines,
les composes phénoliques, les protéines et I’eau [11]. A titre d’illustration, la figure suivante
donne une idée sur la composition des différentes espéces pouvant étre présentes dans les

huiles végétales :
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HV

Triglycerides (98-99) g/100 g Composeés mineurs (1-2) g/100
1
Acides gras Glveerol
’ v \
Produits 4" oxvdation Polluants chimiques
= Phospholipides . Peroxydes « Pesticides
= Glylc‘ohplldes . »  Acides gras * Metauxlourds
=  matiéres insaponifiables oxvdés toxiques
. E}IES « Aldéhydes » Huiles minérals
] 1gm'ents :ﬂ = Solvant organique
caroténodies «  Aflatoxines
= Tocophérols

= Phvtostérols « HAP

»  Hvdrocarbures
= Triterpénodis

Figure 1.1 : Composition courante des huiles végétales [12].
1.1.3. Propriétés physico-chimiques
a. Propriétés physiques
» Densité relative a 20°C

On définit la densité relative a 20 °C (D20) d'une huile ou d'un corps gras comme le
quotient de la masse d'un volume précis de cette matiére, mesuré a une température
spécifique (°C), par la masse d'un volume identique d'eau distillée a la température standard
de 20 °C[13]. Les huiles végétales présentent une densité variant de 0.915 a 0.964 [14].

» Teneur en eau et matiéres volatiles

La teneur en eau et en matiéres volatiles d’un corps gras (CG) correspond a la perte de
masse subie par un échantillon apres un chauffage a 103 + 2 °C [13][15][16]. Ce processus
est réalisé sur une durée suffisamment courte pour éviter I’oxydation, mais assez longue
pour garantir 1’élimination compléte de 1’eau [13][15]. Il consiste & chauffer une quantité
précisement mesurée d’huile afin de provoquer 1’évaporation totale de l’eau et des
substances volatiles. Cette perte de masse, exprimée en pourcentage par rapport a la masse
initiale de 1’échantillon, est un indicateur important de la pureté de 1’huile [13].

» Viscosité

La viscosité est définie comme étant le coefficient de frottement intramoléculaire d’un

fluide, décrivant sa résistance a I'écoulement. Elle est quantifiée par I'évaluation du temps

requis pour qu'une bille métallique parcoure un capillaire rempli d'huile, en utilisant un

7
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viscosimeétre. L'unité de mesure de la viscosité est le centipoise (cP) [13][15].
» Solubilité
Les acides gras ayant plus de 8 atomes de carbone ne se dissolvent pas dans I'eau, mais
sont plut6t solubles dans des solvants organiques comme I'éther, le chloroforme, le benzéne,
etc [14].
b. Propriétés chimiques

> Acidité

Le taux d'acidité libre d'une huile indique la proportion d'acides gras libres,
généralement évaluée en termes d'acide oléique [13][15]. Elle illustre le niveau d'hydrolyse
des triglycérides et sert de repére pour la détérioration et la qualité des graisses. Elle est
définie par titrage a l'aide d'une solution alcoolique de KOH, en présence de
phénolphtaléine. L'indice d'acidité, indiqué en mg de KOH par g de matiére grasse, sert a
classifier les huiles et a juger leur niveau d'oxydation [13].

» Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde d’un corps gras exprime le nombre de milliéquivalents d’oxygéne
actif (meq O,/kg) capables d’oxyder I’iodure de potassium avec libération d’iode. Il refléte
le degré d’oxydation primaire de 1’huile, li¢ a la formation de peroxydes sous I’effet de
facteurs tels que la lumiére, la chaleur ou les traces de métaux. Selon la méthode classique,
I’huile est dissoute dans un mélange d’acide acétique et de chloroforme, puis traitée par une
solution de KI. L’iode libéré est titré par du thiosulfate de sodium (Na,S,03) en présence

d’amidon comme indicateur, selon la réaction [13][17] :

I2+ 2 Na25203 - 2 Nal + Na2540s (D
» Indice d’iode
L'indice d'iode (li) indique la masse d'iode, exprimée en g, fixée par chaque 100 g de
matiére grasse. Cela permet d'apprécier le niveau de saturation des acides gras présents. Les
huiles végétales peuvent présenter des valeurs importantes, reflétant une concentration
élevée en acides gras insaturés [13]. La méthode se base sur la dissolution de I'échantillon
dans I'éthanol, puis sur l'incorporation d'iode alcoolique (0.2 N), avant de proceéder a un

titrage avec une solution de thiosulfate de sodium (0.1 N) [17].
Ili= (Vo—V)/Px1.269/100g d'huile 2)
li : Indice d’iode.

Vo : Volume de Na,S,0s3 utilisé pour 1’essai a blanc (ml).
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V : Volume de Na,S,05 utilisé pour titrer I’exces d’iode (ml).

0.01269 : nombre de gramme d’iode correspondant a 0.1 ml de thiosulfate de sodium
a0.1N.
» Indice de saponification
L’indice de saponification (IS) représente la quantité d’hydroxyde de potassium
(KOH), en milligrammes, nécessaire pour saponifier un gramme de corps gras [13][17]. Il
permet d’estimer la masse molaire moyenne des triglycérides et constitue un critére
important dans [I’industrie, notamment en savonnerie, méme sans connaitre la
composition exacte de 1’huile. Contrairement a I’indice d’acidité, il est déterminé a chaud
[13]. Le principe consiste a saponifier 1’échantillon par une solution alcoolique de KOH
(0.5 N) sous réfrigérant a reflux pendant une heure, puis a titrer I’excés de KOH avec de
I’acide chlorhydrique (HCI 0.5 N) en présence de phénolphtaléine. L’indice est exprimé par
la relation suivante [17]:
Is(mgKOH/g) =N X Eg x ((VO—-V1))/p 3)
D’ou:
Is : indice de saponification (mg KOH/g)
V0 : volume d’HCL pour I’essai a Blanc (ml)
V1 : volume d’HCL pour I’échantillon (ml)
P : prise d’essai (g)
N : normalité d’HCL
Eg : Equivalent gramme de KOH.
1.1.4. Facteurs influengant la qualité d’une huile [14]

Certains facteurs ont montré une certaine influence sur la qualité d’une huile et sont

décrits comme suit :
e Acides gras libres et chlorophylle : lIs favorisent I’oxydation de I’huile.
e Degré d’insaturation : Plus une huile est riche en acides gras insaturés, plus elle

est sensible a I’oxydation, ce qui réduit sa durée de conservation.

e Antioxydants (ex : vitamine E) : Ralentissent I’oxydation en neutralisant les

radicaux libres.

e Béta-caroténes : lls préservent I'huile en capturant I'énergie de la lumiere.
e Hydroperoxydes : Leur accumulation indique un début d’oxydation et accélere la
dégradation.
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e Lumiere: Favorise la formation de radicaux libres responsables de I’oxydation.
e Température : Une conservation a haute température augmente 1’oxydation (eX :
indice peroxyde de 8 a 100 en 11 semaines a 49°C pour I’huile de soja).
e Métaux (fer, cuivre) : Présents dans les récipients, ils catalysent 1I’oxydation.
1.2. Les huiles essentielles
1.2.1. Définition

Aussi connues sous le nom d'huiles volatiles, les huiles essentielles (HE) sont des
liquides aromatiques huileux dérivés du métabolisme secondaire des plantes. Elles sont
obtenues a partir de différentes parties des plantes comme les feuilles (Eucalyptus, Thym,
Sauge), les zestes (des agrumes), les fleurs (lavande, rose, jasmin), les fruits (agrumes), les
graines (sésame), les racines (gingembre) et le bois (santal). Ces substances, bien qu'elles
ne soient pas techniquement des huiles, sont caractérisées par une faible solubilité dans
I'eau. Elles se distinguent habituellement par une composition impliquant une multitude de
composés aromatiques. Durant les dernieres décennies, de nouvelles méthodes d'extraction
novatrices ont été élaborées pour optimiser I'extraction des huiles essentielles a partir de
matieres végétales non transformées. Les principaux constituants des HE appartiennent a
quatre grandes classes de composés : les terpenes, les phénylpropanoides, les composés a
chaine linéaire et d’autres groupes divers [11].

1.2.2. Composition chimique
» Terpénes

Les terpenes représentent le groupe de composés le plus important dans les huiles
essentielles dérivées des plantes. La biosynthese de ceux-ci se réalise via la voie de l'acide
mévalonique qui se trouve dans le cytoplasme des cellules végétales. Les composés
terpéniques se divisent en deux groupes majeurs : les hydrocarbures terpéniques et les

composés oxygéneés [11].
e Hydrocarbures terpéniques

Les huiles essentielles (HE) sont essentiellement composées de terpenes. lls sont
structurés autour d'une unité fondamentale nommeée isoprene (CsHs), assemblée selon une
organisation appelée téte-a-queue. Différentes sortes de terpenes sont distinguées selon le
nombre d'unités d'isopréne :

Les monoterpenes (Cio) : constitués de deux unités d'isopreéne, sont largement présents dans

les huiles essentielles et participent grandement a leur parfum.

10



CHAPITRE | Revue bibliographique

Les sesquiterpeénes (Cis) : dérivés de trois unités d'isoprene, montrent une large variation
structurale et sont aussi couramment présents dans les huiles essentielles.

Les HE contiennent genéralement moins de diterpénes (C20), triterpénes (C30) et
tétraterpénes (C40), mais ces derniers sont souvent présents en plus grande quantité dans
les résines végétales.

Les terpenes peuvent présenter diverses structures : elles peuvent étre acycliques,
cycliques (mono-, bi- ou tricycliques) ou aromatiques. Ces structures ont un impact sur leur
capacité de réaction. Par exemple, les terpénes cycliques sont particuliérement vulnérables
a l'oxydation due a la chaleur et a l'air, ce qui peut compromettre la qualité de I'huile
essentielle. La concentration en terpénes d'une huile essentielle peut varier largement en
fonction de la technique d'extraction utilisée (hydrodistillation, extraction au CO2
supercritique, etc.), influencant a la fois la valeur et le volume des composés extraits [11].

e Terpénoides

Les terpenes peuvent étre modifiés par 1’ajout de groupes fonctionnels pour former des
composeés appelés terpénoides. Lorsqu’un monoterpene ou un sesquiterpene est modifié par
I’introduction d’un groupe fonctionnel, on parle respectivement de monoterpénoide ou de
sesquiterpénoide. Le suffixe « -oide » signifie « dérivé de » ou « semblable a », le terme «
terpénoide » peut donc désigner toutes les molécules dont la structure est semblable a celle
des terpénes. Ces composés sont classés selon la nature de leur groupe fonctionnel : acides
carboxyliques, alcools, aldéhydes, esters, éthers, cétones, phénols, lactones, oxydes, etc
[11].

» Phénylpropanoides

Cette classe de composés, dérivés du phénylpropene, est synthétisée a partir des acides
aminés phénylalanine et L-tyrosine via la voie de I’acide shikimique. Leur nom provient de
la présence d’un groupement aromatique phényl et d’une chaine latérale propéne. Cette
derniére peut étre substituee par des groupes fonctionnels tels qu”hydroxyle ou carboxyle,
tandis que le cycle aromatique peut comporter des groupements méthoxy, hydroxyle ou
méthylénedioxy. Les phénylpropanoides contribuent aux propriétés organoleptiques des
plantes, notamment a leur ardme et leur parfum. L’eugénol et la cinnamaldéhyde en sont

des exemples représentatifs [11].

» Composés a chaine linéaire

Ce groupe est exclusivement constitué de composés a structure linéaire, sans aucune

11
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branche latérale. Ils vont du n-heptane a des molécules qui contiennent jusqu'a 35 atomes de

carbone. L'alcool foliaire (3(Z)-hexen-1-ol) est un exemple typique de cette catégorie ; son

odeur intense et herbacée se libere lors de la coupe de I'herbe ou des feuilles vertes [11].

» Groupes divers

Ce groupe englobe des composés issus de la dégradation d’acides gras insaturés, de

lactones, de terpénes et de glycosides, et comprend des substances contenant du soufre et de

I’azote. Le disulfure de diallyle et I’indole en sont des exemples représentatifs de cette

classe

YV V V V

de composés [11].

1.2.3. Propriétés physico-chimiques [18][19]

La plupart des huiles essentielles ont une densité plus basse que celle de I'eau et
peuvent étre transformées en vapeur par entrainement a la vapeur d'eau. Cependant,
quelques huiles comme celles de Sassafras, de Girofle et de Cannelle font

exception, car leur densité dépasse celle de I'eau.

Les huiles essentielles se caractérisent par un indice de réfraction généralement

¢levé ainsi qu’un pouvoir rotatoire.

Elles sont constituées de molécules a squelette carboné ou le nombre d’atomes de
carbone est compris entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15)

A température ambiante, elles ont tendance & s’évaporer et se volatiliser facilement.

Malgré leur faible dissolution dans I'eau, elles lui transférent leur parfum distinctif,
créant ce qu'on désigne comme une eau distillée florale. Par contre, elles sont
solubles dans les huiles fixes, les alcools et la majorité des solvants organiques

courants.

Leur point d’ébullition est toujours supérieur a 100°C, et varie en fonction du poids
moléculaire des constituants tels que :

Caryophyllene : 260°C

Géraniol : 230°C

Citral : 228°C

a-pinéne : 156°C

Exposées a la lumiere, les huiles essentielles s’oxydent aisément, ce qui entraine

12
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» une résinification par absorption d’oxygene,

> une altération de leur odeur,

» une augmentation du point d’ébullition,

» une diminution de leur solubilité.

e Par ailleurs, elles possedent la capacité¢ d’absorber certains halogénes (chlore,
brome, iode), phénomeéne accompagné d’un dégagement de chaleur.

1.2.4. Facteurs influengant la qualité des huiles essentielles [14]

La composition chimique, la quantité et la qualité d'une huile essentielle extraite sont
déterminées par divers facteurs pouvant étre :
e Intrinseques : les éléments génétiques, I'emplacement et le niveau de maturité.
e Extrinséques : le climat, I'environnement, la terre.
e Technologiques : catégorie de culture, méthode de collecte, technique d'extraction.

2. Techniques d’extraction

L'extraction solide-liquide est un processus de transfert de matiere entre une phase
solide renfermant les composés a extraire et un solvant sous forme liquide [20]. Elle a pour
principal objectif I'extraction de substances a forte valeur ajoutée, y compris des composés
bioactifs contenus dans les plantes naturelles [21]. En raison de leur large éventail
d'utilisations dans les secteurs pharmaceutique, cosmétique, alimentaire et de la parfumerie,
les huiles essentielles occupent une position significative parmi ces composeés [20].
L'extraction de ces huiles est généralement classée en deux principales catégories : les
techniques traditionnelles et les techniques non traditionnelles. Chaque méthode combine
diverses techniques basées sur des principes physiques et chimiques distincts, ajustés a la

nature des matrices vegetales et aux propriétés des composes ciblés [22].
2.1. Les techniques conventionnelles

Les techniques conventionnelles sont des méthodes classiques et simples, largement

utilisées dans I’industrie, dont les suivantes sont citées a titre d’exemple :
2.1.1. Extraction par hydrodistillation

L'extraction des huiles essentielles est souvent réalisée par la technique traditionnelle
de I'hydrodistillation [23]. C'est une méthode d'extraction efficace, trés répandue et réputée
pour sa facilité d'utilisation, qui préserve certains composés sensibles a la chaleur grace a

I'utilisation de I'eau [24].

13
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2.1.2. Extraction par Soxhlet

L’extraction par Soxhlet est considérée comme une méthode continue d’extraction par
solvant, qui utilise des solvants a pression ambiante et a température d’ébullition, afin
d’extraire sélectivement des composés Ciblés a partir de matiéres solides [25].

e Description de la technique

L'extracteur de Soxhlet est un appareil utilisé en chimie analytique pour effectuer des
extractions par solvant & chaud de solides avec une grande efficacité [26]. La matiere
végetale est placée dans une cartouche poreuse insérée dans le Soxhlet, tandis que le solvant
dans un ballon est porté a ébullition. Le solvant vaporisé se condense grace a un réfrigérant,
s’accumule autour de la cartouche et dissout les composés solubles. Une fois le niveau du
siphon atteint, le mélange enrichi retourne dans le ballon. Ce cycle, répété plusieurs fois,
assure une extraction compléte. Apres extraction, le solvant est séparé via un évaporateur

rotatif, laissant les extraits concentrés [20].

q)
— ——
Réfrigérant |{ ; Circuit
£
R ..
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de Soxhlet ’l :
_./’:
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e —

Figure 1.2 : Montage d’un Soxhlet [19].

Cette approche offre des avantages tels qu'une extraction performante et absence de
filtration apres extraction, mais elle présente également des désavantages comme une
période d'extraction étendue, le danger de détérioration thermique des composants
thermosensibles et une importante utilisation de solvants, engendrant des conséquences

économiques et écologiques importantes [27].
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2.1.3. Extraction par macération

La macération est la technique d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle implique
le contact du matériau végetal avec le solvant, avec ou sans agitation, généralement a
température ambiante. Bien que genéralement longue et souvent peu productive, cette
méthode est surtout utilisée pour I'extraction de molécules sensibles a la chaleur [28].

e Description de la technique

Cette technique implique la plongée d'une substance végétale dans un solvant, souvent
de I'eau ou tout autre liquide adéquat en vue d'isoler les constituants solubles contenus dans
la plante. Cette extraction se réalise a une température ambiante ou légerement modifiée,
tout en assurant un contact prolongé entre la substance végétale et le solvant, généralement
avec agitation pour stimuler la diffusion. Apres une période déterminée, le mélange est filtré
pour extraire le liquide qui contient les extraits. Par la suite, ce liquide est concentré ou
transformé en poudre dans une étuve afin de récupérer les composes extraits sous leur forme
solide [29].

Cette méthode est simple et efficace pour extraire les composés thermosensibles.
Toutefois, elle présente des inconvénients, tels que la saturation du solvant et la grande
quantité utilisée, entrainant des pertes économiques importantes. Elle permet néanmoins un

contrdle préecis de la température et facilite I'utilisation de mélanges de solvants [27].

A titre de comparaison des deux techniques d’extraction (par Soxhlet et par
macération) effectivement utilisées dans le présent travail, le tableau ci-dessous montre
clairement les différences entre les deux techniques d’extraction, par rapport a certains

parameétres bien précis :

Tableau 1.1 : Comparaison entre les techniques d’extraction.

Critéres

Macération

Soxhlet

Rendement

Généralement faible
a

modéreé

Elevé (grace a la
recirculation continue

du solvant chaud)

Temps de procédé

Long (plusieurs heures

a plusieurs jours)

Plus court (quelques

heures suffisent)

Température

Température  ambiante

ou légérement chauffée

Haute température

(Solvant en ébullition)
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Qualité des extraits Bonne pour les composés | Peut dégrader certains
thermosensibles composés sensibles a la
chaleur
Consommation de | Modéree / élevée (selon | Optimisée (réutilisation
solvant le volume utilisé) continue du  méme
volume de solvant)

2.2. Les techniques non conventionnelles
Les techniques non conventionnelles sont des méthodes innovantes visant une
évolution vers I'implication de proceédés plus rapides, sélectifs et non agressifs envers

I’environnement. Les principaux sont comme suit :

2.2.1. Extraction par CO:2 supercritique

L'extraction par fluide supercritique (SFE) est une méthode innovante et ‘verte’ et donc
respectueuse de I'environnement. Essentiellement elle exploite les propriétés modulables
des fluides a 1’état supercritique. Le fluide le plus fréquemment utilisé est le dioxyde de
carbone (CO,), de par sa disponibilité, son faible cout, son inertie chimique, sa non-toxicité et

son efficacité pour a extraire des composés spécifiques totalement purs [20].
2.2.2. Extraction assistée par micro-onde

Cette technique est aussi une alternative aux méthodes d’extraction conventionnelles.
Elle consiste a irradier par micro-ondes de la matiere végétale sans ou en présence d’un
solvant, absorbant fortement les micro-ondes. Elle utilise de petites quantités de solvant,

n’est pas colteuse et est considérablement rapide [21].
2.2.3. Extraction par ultrasons

L'extraction par les ultrasons est une technique de choix, pour les solvants de faible
point d'ébullition, a des températures d'extraction inférieures au point d'ébullition
L'avantage essentiel de ce procedé est de reduire considérablement la durée d'extraction,
d'augmenter le rendement en extrait et de faciliter I'extraction de molécules thermosensibles
[24].

De par I’importance actuelle des techniques non-conventionnelles et afin de faire une
comparaison avec les méthodes conventionnelles, il a été juge utile d’insérer le tableau

suivant rapportant certains travaux relativement récents lies a ces méthodes extractives :
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Tableau 1.2 : Résumé de travaux récents.

Revue bibliographique

Année Titre Plante Méthode d’extraction Réf
Conditions Rendement
opératoires

2019 Etude de Noyaux de | Extraction par 5.03% a [20]

I'extraction dattes et CO2 supercritique | 13.64%
des huiles graines de :
végetales sésame m=80g
des noyaux Q=50g/min
de dattes et t=210min
graines de Soxhlet 16.22%
sésame par CO» avec
supercritique hexane :
m=10g
t=6h
2020 Etude de la Origanum Hydrodistillation: | Blida : 3.53% [24]
variation de la Majorana m=50g Tizi-Ouzou :2.15%
toxicité et la \V=400ml
phytochimie de
I’Origanum
majorana provenant
de deux régions en
Algérie
2020 In Vitro Origanum Macération : 8.41% [30]
Assessment of Majorana Ratiode 1:5
Antioxidant Ethanol
Activity, Total t=24h
Phenolic and
Flavonoid
Contents of Sweet
26Marjoram
(Origanum
majorana L.)
Extract
2020 Déterpénation de Origanum Hydrodistillation : | 1.7% [23]
I’huile essentielle Majorana m=300g
d’Origanum V=3L d’eau
Majorana L. et distillée
évaluation des
activités
biologiques
2022 Total phenolic, Urtica Soxhlet : 11.96 + 0.08 % [31]
flavonoid and tannin | dioical m=50g
contents V=300ml 4.6 £ 0.06%
and antioxidant t=6h
activities of Macération 5.96 + 0.05 %
extracts of m=50g
urtica dioical. by V=300ml 2.8+ 0.07%
different extraction t=24h
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techniques solvants :
éthanol
hexane
2023 Dynamic Acerola Macération : 48% a 63% [32]
Maceration of (Malpighia | m=1g
Acerola emarginata | V=20ml éthanol
(Malpighia DC)) Agit=5000rpm
emarginata DC.)
Fruit Waste: An
Optimization
Study to Recover
Anthocyanins
2023 Extraction des 1. Hydrodistillation [18]
huiles essentielles Rosmarinus | par Clevenger
et hydrolats Officinalis | Romarin: 2.75kg | 0.4%
2.
Lavandula | Lavande:0.35kg | 2%
stoechas
3. Eucalyptus : 0.15 | 2%
Eucalyptus | kg
globulus V=2/3 L
2024 Etude de certaines | Centaurea Macération : [33]
activités pubescens | m=50g
biologiques d’une 4 solvants :
plante médicinale Méthanol, Méthanol : 15.1%
appartenant au Butanol, Butanol : 5.06%
genre Centaurea Acétate d’éthyle, | Acétate d’éthyle:2%
Chloroforme. Chloroforme: 4.41%
t=3jours
2025 Optimization of Piper betlel | Macération [34]
short-term statique : 33.44%
dynamic and m=10g
static maceration \V=200ml éthanol
of Piper betle L.
leaves to Macération 29.35%
maximize dynamique :
extraction yield Agit=100rpm
and anti-Candida
albicans activity

3. Présentation de la plante sélectionnée

3.1. Description botanique de la famille Lamiacee
L'ordre des Lamiales constitue un ensemble significatif de plantes a fleurs, comprenant

actuellement approximativement 17 800 especes réparties en 21 familles. Une des familles
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les plus emblématiques est la famille des Lamiacées (précédemment nommeée Labiées), qui
compte pres de 258 genres et approximativement 6 970 especes d'herbes, d'arbustes et
d'arbres. Le romarin, le thym, l'origan et la sauge font partie des plantes couramment
utilisées en medecine traditionnelle qui appartiennent a cette famille.

Au sein de cette famille se trouve le genre Origanum, qui constitue le sujet de notre
étude [35].

3.2. Genre Origanum

En 1980, J.H. letswaart avait totalement réorganisé le genre Origanum du point de vue
taxonomique. Il avait segmenté cela en trois catégories, incluant dix sections, pour un total
de 38 especes, parmi lesquelles figurent six sous-espéces, trois variétés et 17 hybrides

naturels.

La catégorisation suggérée par letswaart sappuie essentiellement sur des
caractéristiques morphologiques, comme la longueur de la tige, le nombre de rameaux et le

contour des feuilles [36].
3.3. Espéce (Origanum Majorana)

La Figure 1.3 montre la Marjolaine (Origanum majorana) qui est une Plante herbacee
a feuilles persistantes, vivace, velue a aspect cendré, ovales et duveteuses. La tige est

dressée, ramifiée, haute de 20 a 30cm et large de 0.3cm a 0.9cm.

Figure 1.3 : La plante Origanum majorana [19].

L’inflorescence trés rameuse et située au sommet des tiges, poussant en grappe dense,

pédonculée a I’aisselle des feuilles. Les fleurs sont blanches a 1évre supérieure marginée et
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a levre inférieure trilobée. Le calice est bilabié a lévre supérieure orbiculaire et a lévre
inférieure plus ou moins bidentée. Les étamines sont divergentes. Les fruits sont des
tétrakenes [19].

3.4. Différents aspects

» Systématique [19]

La systématique d’Origanum Majorana est donnée comme suit :

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

» Nom [19]

Le tableau suivant donne 1’appellation de I’Origanum majorana dans les trois langues

Arabe, Frangais et Anglais.

Tableau 1.3 : Appellation de I’ Origanum majorana.

Langue Nom vernaculaire

Targui ou berbére Arzema ; M'loul

Arabe Merdgouch ; g sl

Francaise Marjolaine a coquille, marjolaine francaise,

Marjolaine vrai,

Marjolaine douce

Anglaise Majorana hortensis Moench, Majorana

3.5. Distribution géographique de I’Origanum
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Cette plante est actuellement connue seulement a 1’état cultivé et est originaire du sud-
ouest de 1’ Asie probablement de la Syrie ou de I’Iran. Elle a été cultivée depuis la plus haute
antiquité dans tout le bassin méditerranéen, similairement au genre Origanum évoluant dans
ce climat, comme montre par la figure 1.4. Elle est une plante vivace en Afrique et présente

annuellement dans les jardins de I’Europe moyenne ou elle est cultivée [24].

LT

3.6. Les composés bioactifs

Une étude phytochimique menée sur la plante médicinale Origanum majorana (ou
marjolaine) a révélé la présence de plusieurs composés bioactifs, notamment des

glycosides, des flavonoides, des tanins, des alcaloides et des stéroides [19].

e Les Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques largement répandus dans le régne
végétal. Ils interviennent dans la composition de nombreux pigments végétaux, en
particulier les pigments jaunes et orange (comme chez le calendula), ainsi que certains
pigments bleus (comme chez le bleuet, connu pour ses propriétés antispasmodiques,
notamment au niveau du visage et des yeux).

Chimiquement, les flavonoides sont basés sur une structure de type flavone (et non la
coumarine, qui est une autre classe de composés). Ils sont généralement solubles dans 1’eau
et ’alcool, mais lorsqu’ils sont sous forme aglycone (non liés a un sucre), ils deviennent
solubles dans des solvants organiques tels que I’éther ou le benzéne.

Les plantes riches en flavonoides sont souvent associées & des activités
antispasmodiques, en plus de leurs effets antioxydants, anti-inflammatoires et vaso-
protecteurs [35].
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e Lestanins

On trouve des composés phénoliques appelés tanins dans une multitude de végétaux.
On les classe principalement en tanins hydrolysables, qui résultent de l'union de l'acide
gallique (ou ellagique) avec un sucre, et en tanins condensés, qui sont constitués de
flavonoides polymeérisés.

Une de leurs caractéristiques majeures est leur aptitude a provoquer la précipitation des
protéines, y compris la gélatine, ce qui leur confere une propriété astringente. Cette
caractéristique est parfois utilisée pour éliminer certains alcaloides en les faisant précipiter,
cependant leur performance fluctue en fonction du type d'alcaloide et ils ne sont pas
performants contre la morphine, la cocaine ou la nicotine.

Une consommation excessive de tanins peut causer une irritation de la muqueuse
intestinale et mener a une inflammation, sans toutefois libérer systématiquement des toxines
précipitées [35].

e Lesalcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques contenant de I'azote, qui proviennent des
plantes, possédant une structure complexe et une nature alcaline. Malgré leur toxicité
fréquente, certaines présentent des effets thérapeutiques significatifs, méme a de faibles
doses, ce qui les positionne comme des agents actifs importants en pharmacologie.

On recense plus de mille alcaloides qui se trouvent dans diverses familles végétales. La
morphine, la strychnine, la caféine, la quinine, la colchicine, le curare et I'atropine sont
parmi les substances les plus célébres.

Les alcaloides, en raison de leur faible poids moléculaire et de leur solubilité, se laissent
aisément percoler lors du processus d'extraction.

Ils influencent essentiellement le systéme nerveux, en ayant des impacts qui varient sur la
conscience, la motricité, la douleur et méme le rythme cardiaque, en fonction de leur
composition et de leur dosage [35].

3.7. Activités biologiques d’Origanum majorana
3.7.1. Activité antioxydante

L’extrait aqueux, I’huile essentielle et ’extrait d’acétate d’éthyle de la partie aérienne
d’O majorana ont une activité antioxydante importante. Des propriétés antioxydantes ont
également été rapportées a partir d’autres extraits de marjolaine douce, y compris

éthanolique, n-hexane et extrait hydro alcoolique. Les composés phénoliques tels que
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I’acide hydroxy cinnamique, les flavonoides, 1’acide ursolique, I’acide carnosique, le
carnosol, I’acide rosmarinique et 1’acide caféique sont responsables de [D’activité

antioxydante [37].
3.7.2. Activité antimicrobienne
> Activité antibactérienne

Les huiles essentielles tirées des feuilles d'Origanum majorana ont prouve leur action
antibactérienne contre plusieurs souches de bactéries, y compris Bacillus cereus,

Escherichia coli, entre autres.

En outre, les fractions éthanoliques et aqueuses de la plante ont montré une action
antibactérienne efficace aussi bien contre des bactéries a Gram positif qu'a Gram négatif.

On évalue ces effets en déterminant la concentration minimale inhibitrice (CMI), ce
qui indique une possibilité d'utilisation en tant qu'agent de conservation naturel dans le

secteur alimentaire [37].

» Activité antifongique

Les antifongiques sont des composés, généralement naturels, qui ont la capacité de tuer
ou d'inhiber spécifiqguement le développement de divers champignons pathogénes. Selon le

type d'infection, ils peuvent étre administrés localement ou de maniére systémique.

L'extraction d'huiles essentielles a partir des feuilles de marjolaine (Origanum
majorana) a démontré une notable action antifongique contre les champignons Aspergillus

flavus et Aspergillus parasiticus.

De plus, plusieurs extraits de feuilles, y compris ceux dérivés du n-hexane, de I'éthanol
aqueux, de I'éthanol pur et de I'ammoniaque, ont été évalués in vitro contre six souches de
Candida sp. En utilisant la technique de diffusion sur disque. L'extrait a base de n-hexane a
démontré I'activité antifongique la plus importante parmi ceux testes [37].

3.7.3. Activité antidiabetique

L'extrait méthanolique des feuilles a montré une activité diabétique chez les souris
rendues diabétiques par injection de streptozotocine, a travers divers tests in vitro et in vivo.
0. majorana a montré un effet significatif sur I'inhibition in vitro des formations du produit
final de glycation, un mécanisme clé dans les complications du diabéte. L 'effet était plus elevé que
celui de I'agent standard d’anti-glycation, I'amino- guanidine [37].
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3.7.4. Activité anti-inflammatoire

L’hydrate de sabinéne et le terpinéol contenu dans I’huile essentielle de marjolaine
sucrée ont supprimé la production de facteur de nécrose tumorale o TNFa), d’interleukine
1B (IL-1B), d’IL-6 et d’IL-10 inhibé la cyclo oxygénase 2 (COX2) et I’expression du geéne
NFkB [37].
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CHAPITRE 1l

MATERIELS ET METHODES

Ce chapitre présente en détails la méthodologie expérimentale suivie dans ce travail, en
donnant une description des équipements utilisés, les étapes des protocoles experimentaux
mis en ceuvre, les procédures opérationnelles suivies, ainsi que des techniques de calcul
utilisées.

1. Origine botanique et préparation de la matiere végétale
1.1. Origine
Les feuilles, les tiges et les fleurs utilisées dans la présente étude proviennent de la
plante Origanum majorana, d’origine algérienne. Elles ont été acquises en février 2025
aupres d’un herboriste situé dans la nouvelle ville de la wilaya de Constantine, sous forme
seche et pré-broyée.

1.1.1. Preparation de la matiere végétale

La granulométrie est l'analyse statistique de la distribution des classes
granulométriques en fonction du diameétre, visant a examiner la répartition des dimensions
des particules dans un échantillon solide. Le tamisage qui est une des techniques les plus
anciennes et fréquemment utilisées, a encore une fois été adopte de par la disponibilité
d’un tamiseur. 1l offre la possibilité de distinguer les particules et d'établir avec exactitude
la répartition de leurs dimensions, en tenant compte de leur passage a travers des mailles

de diametres divers.

Le test de tamisage a été effectué en utilisant une gamme de tamis vibrants
(VIBRATOR WQS, INESA), qui présentent des mailles de tailles variant entre 200 um

et 1 mm. La procédure a été réalisée en suivant les étapes ci-apres :

e Vérification de I’ordre des tamis en les plagant dans une colonne selon un diameétre
de maille décroissant de haut en bas (le tamis a plus grande ouverture en haut et
celui a plus petite ouverture en bas).

e Introduction de la matiére végétale a tamiser dans le tamis supérieur, c¢’est-a-dire
celui ayant la plus grande ouverture.

e Réglage des paramétres de tamisage, notamment le temps et la fréquence des

vibrations, afin d’assurer une séparation efficace des particules.
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e Mise en marche du systeme de vibration pour permettre la distribution homogene

des particules a travers les différents tamis.

e Arrét du tamisage a la fin du temps imparti.

e Aprés’opération de tamisage, les fractions de matiére recueillies sur chaque tamis
sont soigneusement collectées, puis conservees dans des sachets hermétiques de

type congélation, a température ambiante, en vue d’autres analyses.

Trois fractions granulométriques ont été sélectionnées pour 1’analyse : 200um,

400um et 600um. La figure 11.1 illustre les différentes étapes de préparation de la plante

pour I’extraction.

Classes granulométriques

Figure IL.1 : Etapes de préparation de 1’Origanum majorana en vue de I’extraction.

» Mesure de I’humidité
Le niveau d'humidité a été mesuré a l'aide d'un analyseur d'’humidité, aussi connu
sous le nom de dessiccateur infrarouge, modéle IR 60 (DENVER INSTRUMENT), en

placant un échantillon de masse précise dans une coupelle en aluminium, puis inséré dans
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optimal d'échantillon est dosé de facon a remplir la coupelle de maniére homogene,
d'humidité.

CHAPITERE 11

le taux d'humidité.

Figure I1.2 : Analyseur d’humidité.

l'appareil. La température a été réglée a 105°C et, apres un certain temps, I'appareil indique

Noter que pour chaque classe granulométrique (taille de particules), un volume

_‘__—__-—-——f_‘—_—___—__“::.

Solvants et réactifs chimiques utilisés

caractéristiques et spécifications sont montrés dans le tableau suivant :

Tableau II.1 : Caractéristiques des solvants et réactifs utilisés.
Solvants Masse molaire Pureté (%) Densité (kg/m?)
(g/mol)
Méthanol 32.04 >99 792
Acétone 58.08 =99 784
Eau 18 >99 1000
Produits Masse molaire Pureté (%) Formule brute
(g/mol)
2,2-diphényl 1-
picrylhydrazyle 394.32 / Ci1sH12N50s
(DPPH)
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Acide 2,2'-azino-bis (3-
¢thylbenzothiazoline 6-

sulphonique) (ABTS) 514.62 Ci18H24N6OsS4
BHA 180.24 Ci1iH1602
BHT 220.35 CisH240
Quercetine 302.24 CisH1007
a-tocopherol 430.71 C20H5002
Persulfate de potassium 270.32 K>S:05

a-amylase (origine

50000 - 70000

Cio89H3040N531S16

bactérienne)
Acide chlorhydrique 36.46 HCI
Iodure de potassium 166 KI
Iodure (I") 126.9 I
Chlorure de sodium 58.44 NaCl
Dihydrogénophosphate 119.98 NaH,PO,
de sodium
Hydrogénophosphate 141.96 Na,HPO,
de sodium
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1.3.  Appareillage et matériel de laboratoire
Tout le matériel nécessaire utilisé dans le cadre de cette étude, qu’il soit de verrerie ou
petit matériel expérimental est montre par le tableau suivant :

Tableau 11.2 : Matériel utilisé.

Matériel en verre

Matériel de mesure et de

manipulation

Appareils et équipements

Verres de montre
Ballons (simples et a

deux cols), Béchers,

Balance de précision
Thermometre

Spatule

Extracteur de Soxhlet
Condenseur

Pompe a eau

Chauffe-ballons

Agitateur magnétique

Cristallisoirs Barreaux magnétiques
Eprouvettes graduées
(100 ml), Tubes a essai,

Entonnoir, Pipette

chauffant
Spectrophotometre
graduée (1 ml),
Micropipettes (100 pL et
1000 pl), Embouts
(jaunes et bleus),
Microplaques a 96 puits,
Boites de Pétri,
Eppendorfs (1.5 ml),
Papier filtre

1.4. Méthodes d’extraction utilisées

Deux techniques d'extraction distinctes ont été utilisées pour isoler les composés
bioactifs de I'Origanum majorana : l'extraction par solvant a l'aide d'un appareil Soxhlet et
la macération dynamique.

La methode Soxhlet est une technique traditionnelle garantissant une extraction
complete des composés solubles par le biais d'un cycle continu de solvant chauffé. Elle est
particulierement performante pour I'obtention de composés concentrés et purs.

En ce qui concerne la macération dynamique, elle implique un contact prolongé entre
les composants végétaux et le solvant a température ambiante ou regulée, facilitant
I'extraction graduelle des composés actifs tout en minimisant la décomposition liée a la

chaleur.

30



CHAPITERE I Matériels et méthodes

Les protocoles expérimentaux détaillés pour chaque méthode sont présentés ci-dessous
afin de garantir la reproductibilité et I'optimisation des conditions d'extraction.
1.4.1. Extraction par Soxhlet

La technique d'extraction a été effectuée en utilisant le méthanol comme solvant,
pendant trois heures. Les expériences ont été exécutees en suivant un plan expérimental Box-
Behnken, qui prend en considération trois facteurs : le volume du solvant [150-250 mL], la
quantité de matiere végétale [6-10 g] et la taille des particules [200-600 pum]. La matiére
veégétale avait été préalablement tamisée selon les granulométries souhaitées, puis introduite
dans une cartouche d'extraction placée a l'intérieur du dispositif d'extraction Soxhlet muni
d'un condenseur a reflux. Dés que le méthanol atteint son point d'ébullition (environ 65 °C),
il se convertit en vapeur qui se condense a l'aide d'un condenseur ou elle se retransforme en
liquide, puis revient sous forme de gouttes sur la matrice de la plante. Le solvant pénétre a
travers I'échantillon solide, emportant avec lui les substances solubles. Quand la chambre
d’extraction est pleine, le siphon s’active automatiquement, déversant le solvant extrait dans
le récipient inférieur. Ce processus est un cycle d’extraction qui se répete de fagon
automatique tout au long du processus, permettant une extraction continue et efficace des

Ccomposés désires.

Le dispositif expérimental est montré par figure 11.3 suivantes :

Figure I1.3 : Montage d’extraction par Soxhlet.
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1.4.2. Extraction par macération

L’extraction par macération dynamique a été réalisée a deux températures (25 et 50
°C), en utilisant le méthanol, 1’acétone et un mélange de solvant (50 % méthanol + 50 %
eau) pour le diametre 400 pum.

Un échantillon de 5 g de différents diametres (200 ; 400 ; 600 um) a été introduit
dans un ballon a deux cols de 500 ml, puis 100 ml de solvant ont été ajoutés. La
température du ballon a été maintenue a la valeur souhaitée en le plagant dans un bain-
marie thermostatique. L'extraction a été effectuée en utilisant une agitation constante de
250 rpm pendant une heure. La température du bain-marie est régulierement contrélée a
I’aide d’un thermometre afin de garantir la stabilit¢ des conditions expérimentales. Le

dispositif expérimental est montré par la figure 11.4 suivante :

2025.02 . 19+14: 50

Figure I1.4 : Dispositif expérimental pour la macération.

Pendant I'extraction, des préléevements réguliers de 2 ml ont été effectués. Avant
chaque prélévement, 1’agitation est arrétée et le mélange est laissé au repos pendant deux
minutes afin de permettre la décantation des particules solides. Les échantillons prélevés
ont été placés dans des tubes a essai propres et identifiés, comme le montre la figure 11.5,
et préts a étre utilisés pour étudier la cinétique d'extraction.
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Figure IL.5 : Prise de prélévements dans des tubes a essais.

L’extrait obtenu lors de chaque expérience a été filtré a 1’aide d’un papier filtre pour

éliminer d’éventuelles impuretés, comme montré par la figure 11.6.

Figure 11.6 : La filtration des extraits.

e Procédé de séparauon

Pour séparer I’huile du solvant, la solution a été concentrée a I’aide d’un évaporateur
rotatif (IKA® HB digital) montre par la figure 11.7. Ce dernier est un appareil utilisé dans
les laboratoires chimiques pour éliminer efficacement et doucement les solvants des
échantillons par évaporation. Le Rotavap fonctionne en augmentant la vitesse

d’évaporation du solvant en :

1) Réduisant la pression pour abaisser le point d’ébullition du solvant ;
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2) Agitant par rotation 1’échantillon pour augmenter la surface d’échange ;
3) Chauffant la solution [38].

La separation se fait selon les étapes suivantes :

Placer la solution dans le ballon d’évaporation de 1’évaporateur rotatif.

Procéder a I’évaporation du solvant sous pression réduite (vide partiel), ce qui
abaisse son point d’ébullition.

Effectuer 1’évaporation a une température contrdlée de 55 °C afin d’éviter
toute dégradation des constituants actifs et garantir I’élimination compléte du
solvant.

Le solvant évaporé est condensé et récupéré séparément, tandis que 1’huile reste
dans le ballon de récupération.

Retirer le ballon, le laisser refroidir, puis le peser afin de calculer le rendement
d’extraction.

Récupérer la matiére résiduelle (extrait) avec quelques gouttes du solvant.

Transférer ’extrait obtenu dans une boite de pétri pour les étapes suivantes.

Figure I1.7 : Evaporateur rotatif (Rotavap).
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¢ Rendement d’extraction

Le rendement de I’extraction a €té calculé par la formule suivante :

R(%) = — (I"_BH % 100 (4)

1.5.Activités biologiques

1.5.1. Evaluation de P’activité antioxydante
a. Testde piégeage du radical libre DPPH

La méthode utilisant le DPPH (2,2-diphényl-1-picryl hydrazyle) est largement
appliquée pour 1’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante. Ce test repose sur
la mise en contact du radical DPPH (Figure 11.8), une molécule stable sous forme
radicalaire libre et de couleur violette, avec des composes antioxydants susceptibles de le
réduire. Cette réduction entraine une perte progressive de la coloration violette au profit
d’une teinte jaune, traduisant la formation de la forme réduite du DPPH. Ce changement
de couleur s’accompagne d’une diminution de I’absorbance mesurée a une longueur
d’onde spécifique de 517 nm, permettant ainsi d’évaluer la capacité antioxydante des

molécules testées [39].

NO,

NO,

Figure I1.8 : Structure chimique du radical libre DPPH [40].

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du DPPH
(Blois 1958), le a-tocophérol, BHT et le BHA sont utilisés comme antioxydants standards.

e Preparation de DPPH

La préparation du DPPH démarre par la dissolution de 4 mg de DPPH dans un volume
de 100 ml de méthanol. Le radical DPPH dissous dans le méthanol est gardé a-4°C al’abri

de la lumiere. L’absorbance est 0.5 nm (a 517 nm) dans le spectrophotometre.

e Procédure
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160pl (DPPH) + 40 pl (extrait) + lecture @ 517nm.

b. Test de piégeage des radicaux-cationiques ABTS
Cette méthode est basée sur le transfert de protons et de la capacité des composés a
piéger le radical-cationique ABTS°+ (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis 3-
éthylbenzothiazoline- 6-sulfonique), qui présente un spectre d’absorption dans le visible &
734 nm. En reéagissant avec le persulfate de potassium (K2S:0s), I’ABTS dont la formule
développée est montrée par la figure 11.9, forme le radical chromophore ABTS°+, de
couleur bleue a verte. L'ajout d’un antioxydant va réduire ce radical et provoquer la

décoloration du mélange par transfert d’électrons pour redonner I’ABTS incolore [41].

Figure I1.9 : Structure chimique du cation radical ABTS [42].

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999) et est comme suit :

e Préparation de ’ABTS

Apartirde I’ ABTS et du persulfate de potassium K>S>Og: les deux produits en solution
agueuse sont melangés et mis a 1’abri de la lumiére pendant 12- 16H ; I’absorbance de la
solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H>O) a 0.700 £ 0.020 a 734 nm avant

I’usage.

(ABTS") — 19.2 mg (7 mM) ABTS + 5 ml H20 + 3.3 mg (2.45 mM) (K2S20s) +5 ml

H>O + attendre 16heure a 1’abri de la lumieére.

*  Procédure

160ul (ABTS™) + 40 pl (extrait) + attendre 10 mn + lecture a 734 nm.
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1.5.2. Evaluation de I’activité antidiabétique

a. Test de I’activité inhibitrice de I’a amylase

L’enzyme amylase est de nature digestive pouvant catalyser la dégradation de 1’amidon.
Elle joue un réle important dans certaines maladies comme la pancréatite, le diabéte et le
cancer. Elle peut étre obtenue a partir de sources végétales, animales ou microbiennes, et
possede de nombreuses applications industrielles et biotechnologiques. Chez 1’étre
humain, les amylases salivaires et pancréatiques sont de type alpha-amylase, comme
montré par la figure 11.10. Cette enzyme, qui nécessite la présence de calcium pour
fonctionner, est la plus importante du systéeme digestif humain. Les alpha-amylases issues

de différentes sources sont largement utilisées dans I’industrie biotechnologique [43].

Figure I1.10 : Image 3D de I’enzyme a-amylase [44].

L’activité inhibitrice de 1’o-amylase a été réalisée en utilisant la méthode a
I’1ode/iodure de potassium (IKI) (G. Zengin et al., 2014) avec quelques modifications.

e Procédure

25 pl extrait + 50 pl (solution a amylase 1U) : incubation pendant 10 min a 37 °C + 50
pl d’amidon 0.1% : incubation pendant 10 min a 37 °C+ 25ul HCI (1M) + 100ul IKI +

lecture a 630 nm.

» Solution tampon
Tampon phosphate (PH 6.9) avec 6 mM NaCl (35.1 mg NaCl pour 100 ml de tampon)
1. 8.890 g de (NazHPOs, 2H20) + 500 ml de H20 — V1
2. 1.56 g de (NaH2POs, 2H20) + 100 ml de H20 — V2
V1+V2 — Solution Tampon comme le montre le tableau suivant

On ajoute du NaOH pour augmenter la valeur du PH
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Tableau I1.3 : Préparation de solutions tampons de phosphate pour différents pH par
mélange de NaH2POs et Na:HPO..

PH 58 [6.2 |64 |66 |68 |7 72 |74 |76 |78 |8
NaH2PO4 |92 | 815 | 735 [625 |51 |39 |28 19 13 |85 |53
(ml)

Na2HPOs4 | 8 18.5 |26.5 |37.5 |49 61 |72 81 |87 |915 | 945
(ml)

» Amidon 0.1%

Mettre la solution dans la microonde a plusieurs cycles de 15 s.
» HCI 1M

Ajouter doucement a 45.83 ml d’eau, un volume de 4.17 ml d’HCL pure.
» Solution IKI

v Dissoudre 3 gr de Kl dans 100 ml d’eau ;

v' Ajouter 127 mg d’iodine (5mM), agiter jusqu’a dissolution complete.
e Calcul de pourcentage d’inhibition
%INH=1-[(Ac-Ae)-(As-Ab)/(Ac-Ae)]  (5)
Ac=Absorbance [Amidon + IKI + HCI + Vol de solvant d’extrait + Vol tampon Enzyme]
Ae=Absorbance [Enzyme + Amidon + IKI + HCL + Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme + Extrait + Amidon + IKI + HCI]
Ab=Absorbance [Extrait + IKI +125ul de tampon]
1.6.  Optimisation par plan d’expériences
Dans le but de déterminer les conditions optimales pour maximiser le rendement et
d’évaluer I’influence des paramétres opératoires, un plan de surface de réponse Box—
Behnken a été mis en place, portant sur trois facteurs : le diametre des particules de plante,
le volume de solvant (Méthanol) et la quantité de matiére.
Les niveaux de chacun de ces facteurs sont définis dans le Tableau I1.4.

Tableau 11.4 : Niveaux des différents facteurs considérés.

Facteurs Niveau (-1) Niveau (0) Niveau (+1)
Diametre (um) d 200 400 600
Volume de solvant (ml) V 150 200 250
Quantité de matiére (g) m 6 8 10

La matrice d’expérience construite par le logiciel Minitab 17 est montrée sur le Tableau

suivant :

38



CHAPITERE 11 Matériels et méthodes

Tableau I1.5 : Matrice d’expérience du plan Box-Behnken.

Valeurs codées Valeurs réelles

Exp d \ m d \Y m
(um) (ml) ©) (um) (ml) @)

1 -1 -1 0 200 150 8
2 +1 -1 0 600 150 8
3 -1 +1 0 200 250 8
4 +1 +1 0 600 250 8
5 -1 0 -1 200 200 6
6 +1 0 -1 600 200 6
7 -1 0 +1 200 200 10
8 +1 0 +1 600 200 10
9 0 -1 -1 400 150 6
10 0 +1 -1 400 250 6
11 0 -1 +1 400 150 10
12 0 +1 +1 400 250 10
13 0 0 0 400 200 8
14 0 0 0 400 200 8
15 0 0 0 400 200 8
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CHAPITRE Il

RESULTATS ET DISCUSSION

Ce chapitre présente tous les résultats obtenus dans le cadre de cette étude ainsi que
leurs discussions, démarrant de la premiere partie qui concerne I'extraction a partir de la
plante de I'Origanum majorana (Marjolaine) et ce par le biais de deux méthodes
conventionnelles : extraction par Soxhlet et la macération. L’optimisation utilisant un plan
d’expérience et la détermination des conditions opératoires donnant des rendements
d’extraction optimaux des substances bioactives par la méthode Soxhlet sont aussi incluses
dans cette premicre partie. Les parties suivantes sont plutdt consacrées a 1’analyse des
résultats en focalisant surtout sur I’évaluation des activités biologiques (antioxydants et
agents anti-production) des extraits obtenus a partir des deux techniques d’extraction décrites

précédemment, et ce afin de jauger le potentiel biologique correspondant.

1. Rendements d’extraction

Le rendement d’extraction quantifie I’efficacité du solvant a isoler les composants
spéecifiques du matériau d’origine. Il constitue un indicateur clé du potentiel d’extraction de
la plante étudiée selon diverses conditions expérimentales [45]. Les résultats correspondants
sont présentés dans les tableaux I111.2 et 111.5.

Le taux d’humidité a été pris en compte dans cette étude, en raison de son influence sur
la qualité des extraits. Les valeurs obtenues pour chaque échantillon sont présentées dans le
tableau ci-dessous.

Tableau II1.1 : Taux d’humidité (%) mesuré¢ sur différentes tailles (diametres) de la plante
Origanum majorana.

Diamétre (um) 200 400 600 1000
HR (%) 7.25 6.98 6.78 6.88
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1.1. Extraction par Soxhlet

La figure suivante montre quelques échantillons d’extraits issus de [/’Origanum

majorana et obtenus par extraction par Soxhlet ou I’influence des parametres opératoires

peut étre aisément constatée par les changements de couleurs et de quantités d’huile extraite.
lll;.l ey - -

Figure I11.1 : Echantillons des extraits d’Origanum majorana
obtenus par extraction Soxhlet.

Les rendements obtenus via la méthode d’extraction Soxhlet sont exposés dans la figure ci-

dessous :

Soxhlet
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Figure II1.2 : Rendement d’extraction des extraits d’Origanum majorana
par la méthode Soxhlet (illustré sous forme d’histogramme).

Le graphique ci-dessus de la figure 111.2 montre les rendements d'extraction obtenus
grace a la méthode Soxhlet, en fonction de diverses configurations expérimentales établies
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par un design Box-Behnken. Les variations du rendement vont de 11.82 a 30.46 %,

soulignant I'impact majeur des paramétres opératoires.

Un rendement maximal de 30.46 % a été enregistré en utilisant une taille de particules
de 400 pm et un ratio matiére/solvant de 0.024. Cela signifie qu'un équilibre adéquat entre
la surface de contact, le volume du solvant et la quantité de matiére contribue a une extraction
efficace [46]. En revanche, le rendement le plus faible de 11.82 % a été constaté avec une
charge importante de 10 g, ce qui peut conduire a la saturation du solvant ou a une altération
de la texture du matériau, diminuant ainsi sa perméabilité et donc la diffusion de 1’extrait
[47].

L'optimisation du rendement semble dépendre principalement du rapport
matiere/solvant, avec un diametre constant, la diminution du ratio entraine aussi une
amélioration de I'efficacité. Ainsi, le rendement optimal a été obtenu pour la plus petite
valeur de ratio testée de 0.024.

En général, les résultats optimaux ont été observés avec une taille de particule inférieure
a 600 um, une grande quantité de solvant (250 ml) et une et une quantité modérée de
substance de 6 a 8 g, ce qui indique un bon équilibre entre les processus de diffusion [48],
de solubilisation [49] et I'efficacité du procédé d'extraction.

Résultats du plan de Box-Behnken

Les valeurs réelles des trois facteurs (taille des particules, volume du solvant et quantité
de la matiere) ainsi que la réponse (rendement de I’extrait) de chaque essai sont présentées
dans le Tableau I11.2 suivants :

Tableau II1.2 : Résultats des essais expérimentaux selon le plan d’expérience.

Exp d (um) V (ml) m (g) R (%) R’ (%) |R-R’| Ratio
1 200 150 8 22911 23.992 1.081 0.053
2 600 150 8 21.455 21.792 0.337 0.053
3 200 250 8 29.65 29.412 0.238 0.032
4 600 250 8 26.818 25.852 0.966 0.032
5 200 200 6 28.751 28.868 0.117 0.03
6 600 200 6 21.455 22.388 0.933 0.03
7 200 200 10 19.407 18.58 0.822 0.05
8 600 200 10 19.309 19.3 0.009 0.05
9 400 150 6 16.126 15.008 1.118 0.04

10 400 250 6 30.459 30.668 0.209 0.024
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11 400 150 10 19.351 19.24 0.111 0.067
12 400 250 10 11.825 13.06 1.235 0.04
13 400 200 8 16.126 20.212 4.086 0.04
14 400 200 8 21.501 20.212 1.289 0.04
15 400 200 8 22.845 20.212 2.633 0.04

Le recours au plan d’expérience de Box-Behnken permet de mettre en relation les
résultats expérimentaux pour ainsi en faire un modéle mathématique sous forme de
polyndme quadratique avec interactions binaires et présenté par 1’équation suivante :

R =-445—-0.1148d + 0.317V + 14.84m — 0.000034d x V + 0.00450d x m —
0.0546V x m + 0.000098d? + 0.000452V% — 0.462m? (6)

» Analyse statistique

Dans le but de jauger la qualité¢ de I’ajustement du modéle et de révéler des facteurs
significatifs sur le rendement d’extraction, une analyse de la variance (ANOVA) a été
réalisée. Le modele est jugé pertinent au moyen du coefficient de détermination (R2) ainsi
que de l'observé dans la valeur de F. Le tableau d’ANOVA relatif aux rendements
d’extraction est donné dans le Tableau I11.3.

Tableau II1.3 : Table d’ANOVA pour le rendement d’extraction.

Variation SCE DDL CM Validation du
due a modéle
Liaison 362.593 9 40.288 R>=91.91%
Résidu 31.911 5 6.382 R2(ajusté)=77.35%
Total 394.504 14 28.179 F(observe)=6.31

Les données qui sont présentées dans le tableau affichent que le coefficient de
détermination R2 est egal a 91.91 %, ce qui atteste d’une bonne qualité d’ajustement du
modele aux données expérimentales. D’autant plus que la valeur de F observée (Fobs = 6.31)
est supérieure a la valeur critique de Fisher (Fcritique = 4.77) (Annexe 1) et a la valeur de P
(P-value = 0.028) qui est inférieure au seuil de 0.05. Ces derniers résultats témoignent de la
validité, de la significativité et du caractére linéaire du modele sur la plage des variables

étudiées.
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De ce fait, un comparatif des valeurs expérimentales a celles du rendement d’extraction
prédites (R’) a été établi. Les résultats montrés dans le Tableau 111.2 montrent une bonne
concordance entre les deux séries de valeurs résultant de 1’expérimentation, ce qui est a
mettre sur le compte de la capacité du modele mathématique proposeé a mettre en bonne

adéquation I’ensemble des résultats expérimentaux obtenus.
> Analyse de la signification des effets des facteurs et de leurs interactions

L’évaluation de I’influence des facteurs et des interactions sur le rendement d’extraction
repose sur l’interprétation des coefficients du modele statistique. Un facteur ou une
interaction est considéré(e) comme significatif(ve) si son influence sur la réponse est avérée.

A cette fin, un test bilatéral de Student est mis en ceuvre selon le principe suivant

o Sitj[Tvaie| > teritique I’effet est significatif

e Si ti [Tvaiue| < teritique I’effet est non significatif
Dans le présent cas, avec un niveau de risque a = 0.05 et un nombre de degreés de liberté
DDL = n — p = 5, lavaleur critique de la table de Student est
teritique = 2.57 (Annexe 2).

Les résultats relatifs a la signification des effets des facteurs et de leurs interactions sont

résumés dans le tableau suivant :

Tableau II1.4 : Résultats de 1’étude de la signification des effets des facteurs et leurs

interactions sur le rendement.

Coded Coefficients

Term Effect Coef B8E Coef T-Value P-Value VIF
Constant 20,16 1,46 13,82 0,000

d -2,921 -1,460 0,883 -1,63 0,163 1,00
v 4,727 2,364 0,893 2,65 0,046 1,00
m -6,725 -3,362 0,893 -3,76 0,013 1,00
d*d 7,684 3,92 1,31 2,98 0,031 1,01
Vv 2,26 1,13 1,31 0,86 0,429 1,01
m*m -3,70 -1,85 1,31 -1,41 0,218 1,01
da*v -0,69 -0,34 1,26 -0,27 0,796 1,00
d*m 3,60 1,80 1,26 1,42 0,214 1,00
V*m -10,93 -5,46 1,26 -4,33 0,008 1,00

D’apreés les résultats figurant dans le Tableau 111.4, il est constaté que les facteurs volume
de solvant (v) et masse de matiére (m), ainsi que les interactions d*d et v*m, sont
statistiquement significatifs. En effet les T |T-value| de ces termes sont supérieurs a la valeur

seuil (2.57), et les P (P-value) sont inférieurs au seuil de signification de 0.05.
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A T’inverse, d’autres termes, tel que le diametre (d) et les autres interactions ne sont pas
significatifs, T-values étant inférieurs a 2.57 et P-values supérieures au seuil de 0.05,
indiguant que le facteur (d) ici n’a pas d’effet significatif sur le rendement d’extraction dans

les conditions considérées.

Il convient de relever que la signification statistique du facteur et des facteurs
interagissant est trés dépendante de plusieurs paramétres : rapport matiére/solvant, méthode
d’extraction, interactions. Cela montre qu’une approche multifactorielle doit étre appliquée
pour optimiser le procéde.

» Analyse graphique du modéle

Plus particuliérement, 1’utilisation de graphiques est un support fondamental pour
présenter les résultats de manicre claire et visuelle, afin de rehausser l’interprétation
statistique. La présente section s’attache a analyser les données du plan d’expérience utilise,
sous forme de graphiques, pour tenter d’identifier au moins qualitativement les résultats

obtenus et définir les conditions optimales du procédé examine.

e Les effets principaux

Main Effects Plot for R (%)
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Figure I11.3 : Effets principaux moyens des facteurs sur le rendement
d’extraction.

La figure 111.3 représente les effets principaux moyens de trois facteurs, a savoir le
diamétre des particules (d), le volume de solvant (V) et la masse de matiére (m), sur le

rendement d’extraction (%). Ces courbes permettent de rendre compte de I’effet isolé de

chaque facteur, en gardant les autres constants.
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L’effet du volume de solvant (V) est positif : le rendement croit presque linéairement avec
I’augmentation du volume, ce qui pourrait indiquer qu’un meilleur apport en solvant facilite

le transfert de matiére et 1’efficacité de I’extraction (ou du moins 1’optimise).

D’autre part, la masse de matic¢re (m) a un effet négatif trés important, puisque le rendement
diminue lorsque la quantité de matiére augmente, ce qui peut s’expliquer par un solvant

saturé ou le déséquilibre entre solvant et matiére, et un transfert de matiere limité.

Le diameétre des particules (d) présente un effet non linéaire surprenant : lorsque le diametre
passe de 200 um a environ 400 pm, le rendement décroit puis s’améliore Iégeérement au-
dela. Ceci témoigne de I’existence d’un diamétre critique au-dela duquel le rendement
commence a croitre, probablement en raison d’un compromis entre la surface de contact et
la résistance a la diffusion.

Concernant I’importance relative des effets :

La masse de mati¢re (m) a I’effet le plus marqué, suivie du volume de solvant (V), alors que
le diamétre des particules (d) a un effet modéré.

e Les effets d’interactions
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Figure I11.4: Effets d’interaction entre les facteurs sur le rendement
d’extraction.

La Figure I11.4 met en évidence les interactions entre les différents facteurs
expérimentaux considérés et leur incidence sur le rendement d’extraction. L examen des

courbes permet de tirer les conclusions suivantes :
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Interactions d*V : les courbes correspondant aux différents volumes de solvant (150,
200 et 250 ml) sont quasiment paralléles : il n’y a donc pas ou trés peu d’interaction entre le

diamétre des particules et le volume de solvant.

Interactions d*m : les courbes associées aux différentes masses de matiere (6, 8 et 10 g)
montrent un léger écart. L’interaction entre diamétre des particules et masse de maticre est
donc modérée.

Interactions V*m : on observe un fort écart entre les courbes correspondant aux
différentes valeurs de m, ce qui traduit I’existence d’une forte interaction entre le volume de
solvant et la quantité de matiére. L effet du volume de solvant sur le rendement dépend
fortement de la masse de matiere pour laquelle il est mis en ceuvre, ce qui est le signe d’une
interaction forte.

Ces résultats sont cohérents avec ceux de I’analyse de variance (ANOVA) qui indique
que seule I’interaction V*m est significativement influente contrairement aux autres
interactions.

e Courbe de niveau

Contour Plot of R (%) vs m; d
Contour Plot of R (%) vs V; d

R (%)
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Figure I1L.5 : Contours de réponse du rendement d’extraction.
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La figure 111.5 d’analyse représente les courbes de niveau retragant 1’influence des
interactions des paramétres expérimentaux au rendement d’extraction. Cette étude des
graphiques révele les observations suivantes :

Globalement le rendement varie entre 15 et 30 % sur la totalité des combinaisons,

Le rendement s’avére minimal (inférieur a 15 %) lorsque le volume de solvant est
inférieur & 250 ml, que le diametre des particules est de 320-540 um, que la quantité de
matiere est d’environ 10 g.

Le rendement s’avére maximal (supérieur a 30 %) lorsque le volume de solvant est
supérieur ou égal a 240 ml, que le diametre des particules est réduit (200-220um) et que la
masse de matiére est inférieure 2 6 g.

Ces résultats montrent que :

L’augmentation du volume de solvant, La réduction de la masse de matiere et la baisse
de la taille des particules favorisent le rendement d’extraction ; cette amélioration peut étre
reliée a une meilleure surface de contact entre les deux phases et a un meilleur transfert de
matiere.

e Surface de réponse

La figure 111.6 illustre I'effet de I'interaction entre le volume de solvant et le diamétre
des particules sur le rendement. On observe que :
Pour des diamétres de 200 um et 600 um, une légere augmentation du rendement est
constatée lorsque le volume de solvant augmente.
L'effet du diamétre des particules sur le rendement n'est pas linéaire : R diminue initialement
entre 200 um et 400 um, puis augmente & nouveau jusqu’a 600 pm.

Une zone lumineuse visible sur la figure suggére I’existence d’une région optimale, dans
laquelle le rendement atteint un minimum local. Cette zone pourrait indiquer une interaction

défavorable entre certains volumes de solvant et diametres spécifiques.
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Surface Plot of R (%) vs V; d

Hold Values
m8

Figure I11.6 : Interaction entre le volume de solvant et le diametre des particules.

La figure 111.7 illustre I'effet conjugué de la quantité de matiére (m) et du diametre des
particules (d) sur le rendement (R). On constate que :

v' A d =200 um, le rendement R diminue avec I’augmentation de m.

v Pour d =600 um, lorsque m varie de 6 g a 7.5 g, R augmente légérement, puis se stabilise a
environ 17 %.

v' Am =6 g, R diminue entre d = 200 um et 400 pum, puis reste presque constant jusqu’a 600

pm.
v Am=10 g, R diminue entre 200 pm et 400 um, puis augmente légerement au-dela.

Surface Plot of R (%) va m; d

Held Values
v 200

R (%)

Figure I11.7 : Interaction entre la quantité de maticre et le diameétre
des particules.
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La figure 111.8 illustre I'effet conjugué de la quantité de matiere (m) et du volume de
solvant (v) sur le rendement (R). Les observations suivantes peuvent étre formulées :
A volume de solvant constant (V= 150 ml), le rendement R augmente avec l'augmentation
de la quantité de matiére. En revanche, a V = 250 ml, une augmentation de la quantité de
matiére entraine une diminution du rendement.
A quantité de matiére constante (m = 6 g), le rendement R augmente avec I'augmentation du
volume de solvant v. A I’inverse, pour m = 10 g, le rendement diminue lorsque le volume

de solvant augmente.

Surface Plot of R (%) vs m; V

Hold Values
d Aa0D

R (%)

Figure II1.8 : Interaction entre la quantité de maticre et le volume de solvant.

e Détermination des paramétres optimaux

Figure I11.9 : Optimisation des parametres d’extraction d’Origanum majorana.
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Pour cette plante étudiee, les conditions opératoires ont étés optimisées en utilisant le
logiciel Minitab 17.

Les résultats de la figure 111.9 montrent qu’un rendement de 38.15 % peut étre obtenu
avec un diameétre des particules de 200 um, un volume de solvant de 250 ml et une quantité
de matiére de 6 g.

1.2. Extraction par macération
Les résultats suivants concernent 1’extraction par macération ou la figure 111.10 montre
quelques échantillons d’extraits qui similairement au cas de ’extraction par Soxhlet montrent

I’influence des paramétres opératoires tels que la température et la taille des particules.

Figure IT1.10 : Echantillons d’extraits obtenus par macération.

Les résultats des rendements d’extraction par macération sont regroupés dans le tableau
ci-dessous :

Tableau IIL.5 : Rendements d’extraction par macération.

R (%)
Solvant/diametre d =200um d =400um d = 600um
25°C 50°C 25°C 50°C 25°C 50°C
Méthanol 18.456 21.796 10.540 18.929 9.341 10.472
Acétone 6.702 13.374 4.676 4.449 11.628 17.634

Le tableau ci-dessus montre les rendements d’extraction pour Origanum majorana par

macération en fonction du diametre des particules (200, 400, 600 um) en utilisant deux

solvants (Méthanol et Acétone) a deux températures (25 °C et 50 °C).

e Influence du solvant : Les rendements d’extraction sont plus élevés avec du
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méthanol par rapport a I’acétone, ce qui peut étre aisément expliqué par une polarité
plus importante pour le méthanol, donc ayant une affinité et solubilisation plus
grandes des composeés polaires présents dans la plante.

o Effet de la taille des particules : On observe une relation inverse le rendement
d’extraction et la taille des particules pour les deux solvants étudiés. En abaissant la
granulométrie, la surface spécifique augmente. Cela favorise le transfert de matiere
entre la matrice végétale et le solvant [46]. Par exemple, pour le méthanol a 25 °C,
en réduisant la taille des particules de 1 mm a 200 pm, le rendement a plus que doublé
passant de 7.835 a 18.456 %.

o Effet de température : L’¢élévation de la température de 25 a 50 °C entraine une
amélioration significative des rendements d’extraction, quelle que soit la nature du
solvant utilisé. Cette amélioration est due essentiellement a une solubilité plus
importante avec la température des composés bioactifs et & une meilleure diffusion a

travers la matrice végétale [50].

Le rendement le plus élevé est atteint a 50 °C avec des particules de 200 um en utilisant
le méthanol, soit 21.796 %. A I’opposé, le rendement le plus faible est noté en utilisant

I’acétone a 50 °C pour des particules de 400 um (4.449 %).

Par ailleurs, une expérience complémentaire a été effectuée avec un mélange binaire
composé a parts égales de méthanol et d’eau (50/50, v/v), avec de grosses particules de 400
um, aux températures de 25 et 50 °C. Ce mélange a été plus performant a 50 °C, avec un
rendement de 23.9948 % supérieur aux valeurs obtenues avec les solvants purs. Ce résultat
atteste de I’effet synergique du solvant binaire pour 1’extraction des composés les plus
polaires. Ceci peut aussi étre explique par le caractére de la molécule d’eau qui est dipolaire

et donc va certainement agir sur la polarité globale du mélange Eau/ Méthanol.

Les résultats ci-apres illustrent la cinétique d’extraction par macération réalisée a partir

de prélévements réalisés a intervalles réguliers :
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Méthanol, d=200 pm
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Figure IIL.11 : Evolution du rendement en fonction du temps d’extraction avec le
méthanol (200 um).
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Figure ITL.12 : Evolution du rendement en fonction du temps d’extraction avec
le méthanol (400 pm, 50°C).
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Acétone, d=200 pm
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Figure I11.13 : Evolution du rendement en fonction du temps d’extraction avec
I’acétone (200 um).
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Figure II1.14 : Evolution du rendement en fonction du temps d’extraction avec I’acétone
(400 pm, 50°C).

Les courbes représentant les cinétiques d’extraction et obtenues pour les deux solvants
méthanol et acétone ont montré plus ou moins une méme tendance typique des courbes de
saturation avec une premiére phase au demarrage assez rapide mais qui devient plus lente avec

le temps pour atteindre un ‘plateau’ comme deuxieme phase. Les résultats montrent clairement
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I’influence de la température et de la taille des particules sur la pente des courbes cinétiques

qui sont directement liées au flux de diffusion de la substance bioactive dans le solvant.

1.3.Evaluation des activités biologiques

1.3.1. L’activité antioxydante

Pour apprécier I’activité antioxydante des extraits de /‘Origanum majorana, deux
techniques ont été privilégiées : le test de piégeage du radical libre DPPH et le test de
piégeage du cation radical ABTS en utilisant le Trolox comme étalon de référence.

Le Trolox, dérivé hydrosoluble de la vitamine E, est un des étalons chimiques le plus
couramment utilisé pour quantifier la capacité antioxydante de diverses matrices. Il permet
d’apprécier le pouvoir réducteur (tests FRAP, CUPRAC) et la capacité de piégeage des
radicaux libres (tests ABTS, DPPH) et sa solubilité dans des solvants polaires en fait un
standard incontournable en ce qui concerne ces analyses [51].

a. Test de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire des extraits a été déterminée par lecteur de plaque a une
longueur d’onde de 517 nm, en mesurant la capacité de réduction du radical libre DPPH".
Cette reduction se manifeste par un changement de couleur, passant du violet au jaune. La
quantification a été réalisée selon la courbe d’étalonnage, établies sur la base de la relation
linéaire (y = ax + b) entre les concentrations de Trolox (pug ET/ml) et I’absorbance
correspondante [51]. Une diminution de 1’absorbance traduit une concentration plus élevée
en composés antioxydants dans 1’extrait, indiquant ainsi une meilleure efficacité

antiradicalaire.
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Figure I11.15 : Courbe d’étalonnage de Trolox DPPH.
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Les résultats issus des microplaques sont visualisés dans la figure 111.16.

Figure I11.16 : Résultats du test DPPH en microplaques.
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Figure I11.17
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La Figure II1.17 présente un histogramme illustrant la répartition des valeurs
d'activité antioxydante (DPPH) des extraits d’Origanum majorana obtenus par deux
méthodes d’extraction : Soxhlet et macération, en fonction de différents parameétres

opératoires.

Par rapport aux extraits obtenus par la méthode de soxhlet, on observe que les valeurs
d’activité antioxydante sont globalement trés proches, la valeur maximale atteint 72.6099
g ET/ml, obtenue dans un ratio de 0.032 et un diamétre de particules de 600 pm. A
I’inverse, la plus faible activité pour cette méthode est 70.1985 pg ET/ml, correspondant a

400 pm de granulométrie, dans un ratio de 0.067.

Concernant la macération, la méthode présente une plus grande variabilité des
résultats, avec une valeur maximale de 72.9881ug ET/ml, obtenue avec des particules de
400 um dans le méthanol aux deux températures adoptées, tandis que la valeur minimale
est nettement inférieure (12.4208ug ET/ml), constatée avec 1’utilisation de I’acétone, pour

des particules de 600 pm a 50 °C.

Les extraits obtenus par Soxhlet présentent une activité antioxydante généralement
plus élevée, probablement a 1’effet du chauffage et du recyclage continu du solvant,
facilitant la libération des antioxydants. En comparaison, la macération, bien qu’étant une
méthode plus douce, montre une plus grande variabilité des résultats en fonction des

parametres opératoires.

Tableau II1.6 : Résultats du test DPPH en (ug ET/ml).

Sox Sox Sox Sox Sox Sox
10g 10g 10g 10g 8¢g 8¢g
600pm 400pm 400pm 200pm 600pum 200pm
200ml 250ml 150ml 200ml 150ml 150ml
72.326 71.475 70.199 71.144 71.381 72.184
Sox Sox Sox Sox Sox Sox
8g 8g 8g 8g 8g 6g
200pm 600pm 400pm 400pm 400pm 600pum
250ml 250ml 200ml 200ml 200ml 200ml
71.806 72.610 71.853 71.759 72.137 72.137
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Sox Sox Sox Mac Mac Mac
6g 6g 6g Méth Méth Méth
200pm 400pm 400pm 1mm 600pm 600pm
200ml 250ml 150ml 25°C 50°C 25°C
72.043 72.326 71.191 72.799 71.948 72.846
Mac Mac Mac Mac Mac Mac
Méth Méth Méth Méth 50% 50%
400pm 400pm 200pm 200pm Méth Méth
50°C 25°C 50°C 25°C 400pm 400pm
50°C 25°C
72.988 72.988 69.773 71.759 68.827 70.671
Mac Mac Mac Mac Mac Mac
Acét Acét Acét Acét Acét Acét
600pm 600pm 400pm 400pm 200pm 200pm
50°C 25°C 50°C 25°C 50°C 25°C
56.061 60.648 58.142 12.421 14.596 31.522

b. Test de piégeage des cations radical ABTS

En présence d’un antioxydant, le radical ABTS+* est réduit en ABTSH* par capture d’un
radical hydrogene (He), ce qui se traduit par un changement de couleur allant du bleu
turquoise a I’incolore. Cette réaction est suivie par une mesure de I’absorbance a 734 nm.
L’activité antiradicalaire est quantifiée a I’aide d’une courbe d’étalonnage réalisée avec le

Trolox comme référence, et les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalents

Trolox par millilitre (ug/ml).
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Figure I11.18 : Courbe d’étalonnage de Trolox ABTS.

Les résultats issus des microplaques sont visualisés dans la figure 111.19.

Figure I11.19 : Résultats du test ABTS sur microplaques.
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N

Figure II1.20 : Concentration antioxydante des extraits évalués par le test ABTS (ug
ET/m).

Sox: 10g, 200um, 200ml
. sox: 8g, 600pum, 150ml
Sox: 8g, 600pum, 250ml
Sox: 8g, 400um, 200ml
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Sox: 8g, 400pum, 200ml
Sox: 6g, 600um, 200ml
Sox: 6g, 200pum, 200ml
Sox: 6g, 400pum, 250ml
Sox: 6g, 400pum, 150ml
Mac: méth, 1mm, 25°C
Mac: méth, 600um, 50°C
Mac: méth, 600pm, 25°C
Mac: méth, 400um, 50°C
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Mac: méth, 200pm, 50°C
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CONCENTRATION ANTIRADICALAIRE
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I Sox: 10g, 400pm, 250ml
. sox: 10g, 400pum, 150ml
I . Sox: 8g, 200um, 150ml
I ——— SOX: 8g, 200m, 250m

La Figure 111.20 presente un histogramme illustrant la répartition des valeurs d'activité
antioxydante (ABTS) des extraits d’Origanum majorana obtenus par deux méthodes
d’extraction en (ug ET/ml).

Les extraits obtenus par la méthode Soxhlet présentent des valeurs élevées et
relativement homogenes, avec une valeur maximale de 114.4102ug ET/ml, obtenue avec (8
g, 200 um, 150 ml) et (8 g, 400 um, 200 ml). La valeur minimale, bien que légerement
inférieure, reste élevée, avec 111.5042 ug ET/ml, obtenue pour 6 g de plante, un diamétre
de 400 um et 250 ml de solvant.

Concernant la macération, une plus grande variabilité est observée, fortement influencée
par le type de solvant et la température. Les extraits obtenus a I’aide du méthanol ont montré
de bonnes performances, avec une valeur maximale de 114.9231ug ET/ml obtenue pour des

particules de 400 um a 25 °C, et une valeur minimale de 112.9572 ug ET/ml, correspondant
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a (200 um, 25°C).

En revanche, les extraits macérés a I’acétone présentent une instabilité marquée dans les
résultats. La valeur maximale dans ce cas atteint 93.641 pug ET/ml, obtenue avec une
granulométrie de 600 um a 50 °C, tandis que la valeur minimale (8.5811 pg ET/ml), pour
des particules de 600 um a 50 °C. Ces résultats soulignent la moindre efficacité de I’acétone

dans I’extraction des composés antioxydants.

Tableau II1.7 : Résultats du test ABTS en (ug ET/ml).

Sox Sox Sox Sox Sox Sox
10g 10g 10g 10g 8¢g 8¢g
600pm 400pm 400pm 200pm 600pm 200pm
200ml 250ml 150ml 200ml 150ml 150ml
113.385 113.385 114.154 113.812 114.154 114.410
Sox Sox Sox Sox Sox Sox
8¢g 8¢g 8g 8g 8¢g 6g
200pm 600pum 400pm 400pm 400pm 600pm
250ml 250ml 200ml 200ml 200ml 200ml
113.983 114.325 113.385 114.410 114.239 113.470
Sox Sox Sox Mac Mac Mac
6g 6g 6g Méth Méth Méth
200pm 400pm 400pm 1mm 600pm 600pm
200ml 250ml 150ml 25°C 50°C 25°C
114.154 111.504 114.068 114.496 114.154 114.325
Mac Mac Mac Mac Mac Mac
Méth Méth Méth Méth 50% 50%
400pm 400pm 200pm 200pm Méth Méth
50°C 25°C 50°C 25°C 400pm 400pm
50°C 25°C
114.752 114.923 113.556 112.957 113.897 114.410
Mac Mac Mac Mac Mac Mac
Acét Acét Acét Acét Acét Acét
600pm 600pm 400pm 400pm 200pm 200pm
50°C 25°C 50°C 25°C 50°C 25°C
72.530 91.504 93.641 18.940 8.581 18.427
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e Comparaison entre ’activité antiradicalaire DPPH et ABTS

Il convient de souligner que la diversité morphologique des plantes est étroitement liée
a leur diversité chimique. La structure des tissus végétaux, en particulier 1’organisation
cellulaire et la surface d’échange, influence directement la teneur en composés bioactifs ainsi

que I’efficacité de leur extraction, notamment pour les composés a activité antiradicalaire.

Cette observation est appuyée par plusieurs études antérieures, notamment celles de
Samiah Hamad Al-Mijalli et al. (2022) [52], Prerna Goel et Neeru Vasudeva (2015) [53],
ainsi que Hama Hamadou Habibou et al. (2019) [54], qui ont mis en évidence I’influence
significative des parameétres morphologiques et opératoires sur le rendement en composés

antioxydants.

Dans le cadre de notre étude, 1’activité antiradicalaire de I’extrait méthanolique
d’Origanum majorana, obtenu par extraction Soxhlet, a été évaluée a 1’aide de la méthode
des équivalents Trolox. Les concentrations mesurées étaient de 72.6099 ug ET/ml pour le
test DPPH et de 114.4102 pug ET/ml pour le test ABTS, indiquant une activité antioxydante
modérée a bonne. Afin de situer cette efficacité, nous avons comparé ces résultats a ceux
rapportés dans la littérature pour la méme espéce, connue pour sa richesse en composés

antioxydants [55].

Il est a noter que, contrairement a notre protocole basé sur les équivalents Trolox, la
plupart des études antérieures utilisent la méthode I1Cso, ol une valeur plus faible indique une
activité antioxydante plus élevée. Ces études rapportent un fort potentiel antioxydant d’O.

majorana, avec des ICso particulierement faibles tels que :

1.48 pg/ml (Arabie Saoudite) [56],2.3 pg/ml (Maroc) [57], 3.08 pg/ml (Tunisie) [58],
et pour I’extrait algérien : 16.15 ug/ml (DPPH) et 19.66 pg/ml (ABTS) [59].

Ces résultats confirment les données présentées dans le premier chapitre concernant la
composition chimique de la marjolaine. L’activité antioxydante est influencée par plusieurs

facteurs, notamment :

Le solvant : le méthanol et 1’éthanol favorisent I’extraction des composés phénoliques
hydrophiles et des flavonoides [60][59], tels que I’acide rosmarinique, 1’acide caféique, la

quercétine, 1’apigénine et la lutéoline.
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La méthode d’extraction : les procédés doux comme la macération permettent de

préserver les antioxydants sensibles a la chaleur.

La nature de D’extrait : les huiles essentielles, bien que riches en monoterpenes
(carvacrol, thymol, terpinene) [61][62], présentent généralement une activité antioxydante
inférieure a celle des extraits phénoliques.

Globalement, bien que 1’extrait obtenu présente une activité réelle et valorisable, la
comparaison met en évidence une supériorité antioxydante des extraits d’O. Majorana
rapportés dans d’autres régions. Ces observations soulignent I’importance du solvant, de la
méthode d’extraction, de 1’origine botanique et de la composition chimique dans la

modulation de I’activité antiradicalaire des extraits végétaux.

1.3.2. L’activité antidiabétique

a. Test d’inhibition de I’a-amylase

Les six premiers extraits ont été sélectionnés sur la base de leurs performances aux tests
d’activité antioxydante. Ces extraits ont ensuite été utilisés pour 1’évaluation de leur activité

antidiabétique, a travers un test d’inhibition de I’enzyme a-amylase.

Les résultats obtenus a I’aide de microplaques sont présentés dans la figure 111.21.

Figure II1.21 : Résultats du test d’inhibition de I’a-amylase sur microplaques.
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Tableau II1.8 : Pourcentages d’inhibition de I’a-amylase.

Résultats et discussion

% d’inhibition
Extrai 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 g 400 pg 1Cs0
ts (ng/ml)
1 3.52+0.5 4.35+0.6 6.39+0.4 8.99+1.7 11.64+0. 14.77+0. 17.84+2. >400
28 80 a1
2 3.28+0.0 3.62+0.9 6.46+0.7 8.20+0.8 11.59+0. 12.38+1. 18.45+1. >400
4 2 5 1 22 14 68
3 3.45+0.1 3.54+1.0 4.92+0.7 5.48+0.9 7.05+1.0 8.460.7 10.53+0. >400
7 6 9 8 9 9 88
4 4.48+0.2 6.09+1.9 6.58+2.2 10.99+1. 12.61+2. 13.64+1. 13.03+1. >400
5 3 9 63 82 37 32
5 NA 4.03£1.0 7.90+0.2 16.68+3. 12.98+2. 18.61+1. 20.29+0. >400
1 8 71 63 57 69
6 5.23+£1.73 8.06+£6.06 | 8.20+1.33 11.83+£5.08 | 13.66+3.82 | 13.31+1.74 | 11.90+1.28 >400
62,5 g 125 pg 250 pg 500 pg| 1000 g 2000 g 4000 pg ICs0 (ug/ml)
Acarbose | 7.76+0.17 8.08£0.30 | 9.46+0.11 10.70+£0.96 | 31.81+2.89 | 37.21+3.54 | 53.05+1.59 | 3650.93+10.7

Le tableau 111.8 présente les résultats de 1’essai d’inhibition de 1’a-amylase par différents
extraits, comparés a un médicament de référence, I’acarbose. On observe qu’une augmentation
de la concentration, que ce soit pour les extraits ou pour 1’acarbose, entraine une amélioration
du pourcentage d’inhibition de 1’a-amylase. La valeur maximale d’inhibition atteinte est de
20.29 % pour I’extrait 5 (8g, 600um, 150ml) dans la concentration plus forte (400 pug).

En termes de comparaison, a la concentration de 50 pg, les extraits montrent un
pourcentage d’inhibition variant entre 8.20 et 16.68 %, ce qui est supérieur a celui de ’acarbose
(7.76 %) a une concentration de 62.5 pg. Des observations similaires sont faites pour les
concentrations de 100 pg contre 125 pg, 200 pg contre 250 pg, et 400 ug (avec un intervalle
d’inhibition de 10.53 & 20.29 %) comparée a 500 pg d’Acarbose (inhibition de 10.70 %).

Par rapport au présent essai, il n’a pas été possible de déterminer la valeur exacte de 1’ICso,
car elle est supérieure a la concentration maximale testée (400 pg). Toutefois, en élargissant la
gamme de concentrations dans les puits, il serait possible de I’estimer. Nous supposons que
I’ICs0 des extraits testés pourrait étre inférieure a celle de I’acarbose.

Ces résultats peuvent étre confirmés par des études antérieures, notamment celles de Bimala
Tripathy et al [63], Iman A. A. Mohamoud et al [64], et Dina B. E. Farag et al [65].
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Conclusion générale

CONCLUSION GENERALE

De nos jours, 'utilisation des huiles essentielles en phytothérapie a suscité un grand
intérét dans la recherche biomédicale et tend a devenir aussi prometteuse que certaines
approches thérapeutiques conventionnelles.

A cet effet, ’objectif de notre travail consiste a évaluer le pouvoir antioxydant et
antidiabétique de I’huile essentielle de L’ Origanum majorana (marjolaine), en comparant
I’efficacité d’extraction des composés bioactifs des deux méthodes : soxhlet et macération,
en termes de quantité et qualité. Une optimisation par le plan d'expériences Box Behnken a
été réalisée dans le but d'étudier 1'effet de la taille de particules, le volume de solvant et la
quantité¢ de matiére végétale sur le rendement de 1’extraction par soxhlet.

Dans le premier volet, 1’extrait obtenu par soxhlet et macération manifeste
respectivement un rendement de I’ordre de 30.46% et de 23.99% de la matiére végétale. Ces
valeurs confirment la richesse de 1’Origanum majorana en huile volatile et montrent une
rentabilité importante en extrait méthanolique.

Dans le deuxieme volet, notre attention s’est accordée aux effets antioxydant et
antidiabétique. Les résultats obtenus ont révélé que la partie aérienne de cette plante est riche
en composes bioactifs, la possédent un bon effet scavenger vis-a-vis du DPPH allant jusqu'a
72.61 pg ET/ml et 114.41 pg ET/ml pour le test ABTS. L'extrait a montré une activité
enzymatique (antidiabétique) significative, comparable a celle du médicament de référence,
’acarbose.

Les résultats de I'optimisation par Box Behnken révele que :

e Le modele trouvé est linéaire et valide.

e Tous les facteurs principaux ont un effet signifiant sur le rendement d'extraction sauf

la taille des particules.

e Les conditions opératoires optimales pour récupérer un maximum d'Origanum

majorana (Rendement= 30.46%) sont : un diamétre de particules de 400 pm dans un

ratio de 0.024.

Notre étude fournit une base solide pour I’amélioration continue du processus
d’extraction et la valorisation thérapeutique de 1’ Origanum majorana. Les recherches futures
peuvent se concentrer sur des techniques plus propres, plus modernes et écologiques telles
que D’extraction assistée par ultrasons ou au CO: supercritique, permettant un meilleur

rendement tout en réduisant I’impact environnemental. L’effet positif de la température sur
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Conclusion générale

le rendement observé dans cette étude pourrait étre exploité dans des procédés assistés par
la chaleur, a condition de maitriser ce parameétre afin d’éviter la dégradation des composés
bioactifs responsables des effets biologiques. Une caractérisation approfondie des composés
bioactifs par GC-MS, permet d’identifier les molécules responsables des effets
thérapeutique. Ainsi que des essais biologiques sur des organismes vivants, permettraient de
confirmer son potentiel thérapeutique. L’optimisation des conditions d’extraction a I’aide de
plans expérimentaux avancés (plans de surfaces de réponse ¢élargis) et 1’intégration dans des
produits pharmaceutiques, cosmétiques ou alimentaires naturels pour une valorisation

durable et industrielle de cette plante médicinale.
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Résumé

Résumé

Depuis 1’Antiquité, les plantes médicinales suscitent un intérét considérable en raison de leurs
nombreuses propriétés thérapeutiques et cosmétiques. L’ Algérie, riche en biodiversité végétale, représente
un terrain favorable pour la valorisation des ressources naturelles, notamment par 1’extraction d’huiles
essentielles et végétales.

Cette étude explore ’extraction de 1’extrait méthanolique de la plante locale Origanum majorana
(marjolaine), en utilisant la méthode de Soxhlet. Un plan d’expériences a été mis en ceuvre pour évaluer
I’influence de trois variables expérimentales (taille des particules, volume du solvant, et masse de la matiere
végétale) afin d’optimiser le procédé a ’aide de la méthodologie de surface de réponse. Parallélement, une
comparaison a ¢té effectuée avec ’extraction par macération dynamique, dans le but d’évaluer les
rendements et les activités biologiques, en particulier les activités antioxydante et antidiabétique.

Les résultats ont montré une supériorité de I’extraction par Soxhlet, avec des rendements variant entre
11.82 et 30.46%, contre un rendement maximal de 23.99% pour la macération. Les résultats obtenus ont
révélé une activité antioxydante de modérée a bonne, avec des valeurs atteignant 72,61 pg ET/ml et 114,41
pg ET/ml dans les tests de piégeage des radicaux libres DPPH et ABTS, respectivement, selon la méthode
d’équivalents Trolox. Par ailleurs, I'extrait a montré une activité enzymatique (antidiabétique) importante,
comparable a celle du médicament de référence, I’acarbose. Ces résultats mettent en évidence l'influence de

la méthode d'extraction sur le rendement aussi bien quantitatif que qualitatif.

Les mots clés : Origanum majorana, extraction, huile essentielle, activité antioxydante, activité

antidiabétique.




Abstract

Abstract

Since ancient times, medicinal plants gained significant interest due to their numerous therapeutic and
cosmetic properties. Algeria has a rich plant biodiversity, representing a promising opportunity for the
valorization of natural resources, particularly through the extraction of essential and vegetable oils.

This study explored the methanolic extraction of the local plant Origanum majorana (marjoram) using
the Soxhlet method. A design of experiments was implemented to assess the influence of three experimental
variables—particle size, solvent volume, and plant material mass—in order to optimize the process using
response surface methodology. Additionally, a comparison was made with dynamic maceration to evaluate
both the extraction yield and the biological activities, especially antioxidant and antidiabetic properties.

The results demonstrated the superiority of Soxhlet extraction, with yields ranging from 11.82% to
30.46%, compared to a maximum yield of 23.99% obtained through maceration. The obtained data revealed
a moderate to good antioxidant activity, with values of 72.61 ug TE/mL and 114.41 ug TE/mL in DPPH and
ABTS radical scavenging assays, respectively, based on the Trolox equivalent method. Moreover, the extract
exhibited significant enzymatic (antidiabetic) activity, comparable to that of the reference drug acarbose.
These findings highlight the impact of the extraction method on both the quantitative yield and the

qualitative bioactivity of plant extracts.

Key words: Origanum majorana, extraction, essential oil, antioxidant activity, antidiabetic activity.
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