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Introduction



INTRODUCTION :

Le théme du présent mémoire de master s’inscrit dans le cadre des recherches menées sous
I’intitulé « ressources naturelles ». 1l est lui-méme un volet du programme d’investigations
structurant les activités du laboratoire de « chimie organique et de substances naturelle »,

dépendant de 'université de Djelfa.

A cet effet, la problématique générale qui s’impose pour traiter ce sujet, consiste & vouloir
caractériser et valoriser quelques substances issues d’essences végétales spécifiques des

milieux steppiques.

L’approche est telle que 1’exploitation des ressources naturelles réponde au souci de la
protection de I’environnement. Il y a, de toute évidence urgence a maintenir en 1’état la

biodiversité ainsi qu’un intérét a instaurer un mode de développement durable.

De ce fait ; les recherches en écologie se sont efforcées de mieux comprendre les processus et
les patrons de répartition des especes en fonction des conditions environnementales. Ainsi,
depuis une dizaine d’années, le role des traits fonctionnels dans le fonctionnement des
¢cosysteémes fait I’objet d’un questionnement important en écologie et motive de nombreuses

recherches.

Un trait fonctionnel est une caractéristique morphologique, physiologique ou phénologique
ayant un impact indirect sur la plante vis ses effets sur sa croissance, sa reproduction et sa survie
(VIOLLE ET AL. 2007). Une meilleure compréhension de ces processus permettrait

d’améliorer les stratégies de conservation ainsi que les programmes de restauration des milieux.

Tout aussi que le secteur des « plantes aromatiques et médicinales » (PAM, en particulier,
connait dans le monde une nette croissance ; il est a signaler que le développement de cette

filiere demeure encore dans un état embryonnaire en Algérie.

Par ailleurs toute I’attention a été portée sur les capacités de ces huiles essentielles en matiere
de facultés antimicrobiennes et antioxydantes. Ceci justifie que 1’étude des activités biologiques
et biotechnologique des extraits de plantes est d’une importance grandissante notamment autant

qu’une véritable alternative a la pharmacopée courante.



C’est dans cette optique que s’inscrivent les travaux de recherche du présent théme de mémoire

dont les principaux objectifs se résument comme suit :

- Du point de vue expérimentation, cette étude se propose d’étudier les traits fonctionnels
de quelques plantes de genre Thymus poussant a I’état spontané dans la steppe sud
algéroise, d’extraire leurs huiles essentielles, de mettre en évidence leurs compositions
chimiques et de faire ressortir leurs activités antibactérienne antioxydante.

- Par ailleurs, le travail s’inscrit dans une démarche globale initiée depuis prés de dix ans
sous le terme de « métabolomique ». ce concept est structuré sur la base d’une série de

méthodes utilisées pour étudier ce qui est afferent aux obtenues par le génie génétique .

Sur le plan méthodologique ; le présent manuscrit s’articule sue deux parties : théorique et

expérimentale reparties sur trois chapitres :

Synthese bibliographique : qui se propose comme revue théorique étalant I’état de I’art

afférent aux thématiques de cette recherche.
Matériel et méthodes : structure en cing parties décrivant la réalisation pratique relative a :

1
2- L’extraction des huiles essentielles et le calcule de rendements
3
4
5

L’¢chantillonnage, la cartographie et 1’étude des trais fonctionnels

La Caractérisation chimique par GC/MS

L’¢évaluation du pouvoir antibactérien

L’évaluation du pouvoir antioxydant

Résultats et discussion : réserve a la présentation, a la description et a I’interprétation des
résultats obtenus par rapport aux travaux cités dans la bibliographie. Ce chapitre débouche
¢galement sur ’ouverture des discussions quant aux éventuelles applications et perspectives

qui pourraient s’inscrire dans ce champ de recherches.



Synthese
bibliographique



Apercu historique sur les plantes aromatiques et médicinales (PAM)

.  HISTORIQUE :

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est intimement liée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, 1’histoire montre que I’homme s’est toujours
servi des plantes pour se nourrir, s’habiller, s’abriter, chasser et se soigner (COCK, 2011). La
connaissance des préparations médicinales et de leur potentiel toxique a été transmise au cours

des générations par la tradition orale et parfois transcrite en littérature des remedes en herbes.

Les premiers documents ayant décrit I'utilisation des plantes en médecine datent de plus de
6000 ans. Les tablettes d'argile Sumériennes (4000 av. J. Christ) détaillent 1'utilisation de plus
de 1000 plante médicinales et aromatiques (AFZAL et al. 2002); (LEVETIN ET MCMAHON,
2003)

Le Punt-Sao, un document chinois contient des milliers de traitements en extraits vegétaux date
d’environ 2500 av. J. Christ. Le corpus Hippocratique (une collection des textes de médication
en plantes) par le médecin Grec HIPPOCRATE a été écrit vers la fin du cinquiéme siecle avant
Jésus Christ et des ecritures romaines De Materia Medica” par DISCORIDES, documentent
plus de 600 especes avec leurs valeurs medicinales ( LEVETIN ET MCMAHON, 2003). Ces
références historiques n’ont pas seulement une valeur anthropologique ou archéologique, mais
elles nous fournissent une comprehension des préparations médicinales des plantes antiques,

dont certaines sont toujours actuellement en service.

En Moyen-Orient, notamment 1’ére Arabo-musulmane a aussi connu ses lettres de noblesse
dans la pratique de la médicine par les plantes. Nous pouvons citer quelgues noms de savants
célebres comme ABU BAKR AL-RAZI ou RHAZES (865-925), persan d'origine, qui fut I'un
des grands médecins de son temps et aussi le précurseur de la psychothérapie. Il fut suivi par
IBN-SINA ou AVICENNE (980-1037) qui écrivit a Téhéran une ceuvre qui s'intitule Canon de
la médecine. Mais le plus grand d'entre eux fut sans aucun doute IBN AL-BAYTAR (1197-
1248) qui rédigea, en Orient, le trés complet Somme des Simples (livre qui contenait une liste
de 1400 préparations et plantes médicinales) (HENNEZEL-WHITECHURCH., 2007).

Vers le XVeme siécle, Christophe Colomb et Vasco De Gama, rapportent de leurs expéditions
des plantes médicinales. On parle des "Plantes de la Découverte"”. Au XVIéme siecle, Paracelse
définit la notion de principe actif. Des recherches se font sur la morphologie des plantes pour

expliquer leur activité thérapeutique. On parle de la "Théorie des signatures".
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Depuis, I'hnomme n'a cessé de poursuivre sa quéte vers la connaissance des plantes, leurs secrets
et leurs vertus bénéfiques. Aujourd'hui, les progres de la science sont tels que de nouveaux
horizons s'ouvrent pour la phytothérapie : nouvelles méthodes scientifiques de pointe pour
connaitre les principes actifs des plantes, découverte de nouvelles propriétés, nouvelles formes
dutilisation plus pratiques, congues pour s'adapter aux besoins de la vie actuelle. Désormais,

les plantes sont devenues d'authentiques médicaments (WALSH, 2003).

De nos jours, entre 20.000 et 25.000 plantes sont utilisées dans la pharmacopée humaine. 75%
des médicaments ont une origine végétale et 25% d’entre eux contiennent au moins une
molécule active d’origine végétale. Les extractions de différents produits se font sous
différentes formes dont Les plus importantes sont : les tisanes, la gélule de la plante, les
suspensions intégrales de plantes fraiches, les teintures meres, les macerats glycérines et les

huiles essentielles.

Les grands types de plantes aromatiques et médicinales utiles a I’homme peuvent étre définis

par leur principal usage. On peut citer :

— Plantes pour tisanes, boissons hygiéniques et d’agrément,
— Plantes a usages cosmétiques,

— Plantes a usages aromatiques et condimentaires,

— Plantes a usages alimentaires,

— Plantes a usages industriels, (AILLAUD et al ., 2012)

II. LESPAM DANS LE MONDE :

La reconnaissance de la valeur clinique, pharmaceutique et économique des médicaments a
base de plantes continue de croitre, bien que celle-ci varie fortement selon les pays. Chaque
pays définit de différentes maniéres les plantes medicinales simples ainsi que les produits qui
en sont tirés. Ainsi, les pays ont adopté plusieurs approches pour 1’octroi de licences, la
préparation, la fabrication et la commercialisation en vue d’assurer leur innocuité, leur qualité
et leur efficacité. La croissance de ’industrie pharmaceutique et le développement incessant de
nouveaux produits médicaux synthétiques et biologiques plus efficaces n’ont pas réduit
I’importance de [I’utilisation des plantes médicinales. Au contraire, la croissance
démographique dans le monde en développement et 1’intérét croissant manifesté au niveau des

nations industrialisées ont considérablement augmenté la demande spécifique aux PAM et a
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leurs produits dérivés. Les réglementations relatives a 1I’évaluation de la qualité, de I’innocuité
et de I’efficacité des plantes médicinales dans certains pays (Etats-Unis, Japon, Chine, Union
Européenne, etc.) et les activités de ’OMS en vue d’appuyer la préparation de lignes directrices
types ont contribué a renforcer la reconnaissance du réle que les plantes médicinales jouent
dans les soins de santé. L’utilisation des remeédes a base de plantes connait derniérement un
engouement sans précédent. Les gens sont de plus en plus a la recherche de médicaments «
naturels» et il semblerait méme que les cosmétiques et les produits d’entretien a base de plantes

soient aujourd’hui de plus en plus utilisés.

11.1. HERBE AROMATIQUE :

Epice issue des feuilles ou tiges, épice verte.

Les herbes aromatiques ne sont que des épices particulieres.

Exemples d’herbes aromatiques :

*simples : laurier, coriandre, menthe, caloupilé, persil

*exotiques : caloupilé, Ngo gai, Rau om

*composees : fines herbes, bouquet garni

En résumé, nous pouvons dire que les épices sont des aromates culinaires ou des condiments
vegétaux, les herbes aromatiques étant quant a elles des épices vertes. (ANDREA ET LOTZ,
2006)

11.2. PLANTE MEDICINALE :

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela signifie
qu’au moins une de ses parties (feuille, tige, racine, etc.) peut étre employée dans le but de se
soigner. Les PAM sont utilisées depuis au moins 7 000 ans avant notre ére par les Hommes et

sont a la base de la phytothérapie.

Leur efficacité releve de leurs composes, trés nombreux et tres variés en fonction des espéces,

qui sont autant de principes actifs différents.
Exemples : menthe pouliot, camomille, sauge, thym, romarin, calendula, absinthe, Etc.

(AILLAUD et al ., 2012)
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11.3. Importance des plantes médicinales et aromatiques dans les pays du
Maghreb

Sur des milliers d’especes végétales qui constituent la flore maghrébine, on peut estimer le
nombre des plantes médicinales et aromatiques économiquement exploitables a 400 environ,
parmi lesquelles une centaine seulement actuellement exploitées, de maniere artisanale et
complétement marginale par rapport aux modalités modernes de production, de valorisation et
de commercialisation. Et pourtant ce secteur pourrait contribuer de fagon appréciable au
développement de la santé publique et de ’économie dans les pays du Maghreb car il dispose

de riches potentialités, en quantité et en diversité.

De leur c6té, les industries pharmaceutiques et les centres de recherches occidentaux
manifestent un tres vif intérét pour les nombreuses ressources de la flore et de la pharmacopée

traditionnelle maghrébines.

Certes, nos grands-parents ont toujours possédé une connaissance appréciable de la végétation
qui constituait leur environnement et y avaient recours en permanence dans 1’alimentation, les
soins et I’artisanat (plantes tinctoriales, tannantes, etc.). A la campagne, ¢’était un savoir vital
et nécessaire. Mais méme dans les grandes cités, nos ancétres savaient s’entourer de plantes
utiles (ornementales, aromatiques, condimentaires ou médicinales) qu’ils entretenaient avec
amour et au milieu desquelles ils se sentaient en harmonie. Leurs jardins étaient emplis de

Basilic, de Sauge, de Romarin, de Marjolaine, de Myrte et de Menthe.

Mais ce savoir a malheureusement tendance a se perdre aujourd’hui par suite du phénomene de
désapprentissage propre a la civilisation urbaine. De plus les habitudes de consommation a
outrance qui ont commencé a se manifester ont chassé lentement nos vieilles traditions d’auto

-suffisance.

Quelle meilleure lecon tirer du triomphe actuel de la phytothérapie sur la scéne internationale
que celle de réapprendre a tous les niveaux—personnes, collectivités, institutions—le savoir des
plantes, leur usage judicieux et les modalités de leur emploi, afin de mieux profiter de toutes
les richesses que nous offre la nature. Agir differemment serait contraire aux intéréts de nos
pays et des gens qui les habitent ; et il n’est pas obligé, dans le cadre d’une politique de
développement social et sanitaire de mener des orientations qui n’ont réussi ailleurs qu’a coups

de ponctions budgétaires énormes et de gachis (BELLAKHDAR, 2006)
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I1l. GENERALITES SUR LES METABOLITES SECONDAIRES

111.1 Définition :

En plus des métabolites primaires, tels que les glucides, les acides aminés, les acides gras, les
cytochromes, les chlorophylles, et les intermédiaires métaboliques des voies anaboliques et
cataboliques, qui se produisent dans toutes les plantes. Les plantes contiennent également une
grande variété de substances, appelées les métabolites secondaires, sans la fonction métabolique
directe apparente (HELDT , 2005)

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (LUTGE et al 2002);
(ABDERRAZAK , 2007).

I11.2 Fonction :

Le métabolisme secondaire produit des metabolites en faibles quantités ayant des intéréts
importants sur les plans pharmaceutique, cosmetique et nutritionnel (HARBORNE, 2000) Ces
derniéres années, L’intérét des métabolites secondaires a considérablement augmenté en raison
de la diversité de leurs effets comme antioxydants, antiviraux, antibactériens, et anticancéreux
(MAKKAR , 2007)

Les métabolites secondaires exercent la plupart de leurs effets par action a travers interactions
avec les enzymes ou les protéines. Tandis que certains de ces composés agissent en tant que
substrats au niveau des récepteurs et imitent les substances endogenes dans l'organisme cible,
d'autres perturbent les interactions protéine-protéine nécessaires pour la fonction normale de
cellules (BAHAR et al., 2008). Par conséquent, on peut conclure que cette capacité des
métabolites secondaires d'agir sur la physiologie des autres especes les rend comme source

potentielle impressionnante de médicaments (DUKE et al, 2008).

111.3 Classification :

Ils sont divisés principalement en trois grandes familles : Les polyphénols, les terpénes, les
alcaloides (LUTGE et al., 2002) ; (ABDERRAZAK ., 2007)

e Composés Phénoliques (Polyphénols) : tanins, lignine, mélanine, flavonoides
e Composés Azotés : (alcaloides) : bétalaine, hétérosides cyanogénes et glucosinolates

e Terpénes : hémiterpénes (Cs), monoterpenes (Cio), sésquiterpénes (Cis), Diterpenes
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(C20), triterpenes (Cao), tétraterpénes (Cao) et polyterpenes (+ que Cao).
111.3.1 Composés phénoliques : POLYPHENOLS

Largement distribué dans le regne végétal et abondant dans nos régimes alimentaires, « les
composés phénoliques » sont aujourd’hui les composés phyto-chimiques les plus étudiés
(KNEZEVIC et al., 2012)

D’aprés (HURTADO-FERMANDEZ et al, 2010),beaucoup de travaux ont été présentés par la

communauté scientifique, qui se concentre sur :

e La structure chimique des phénols antioxydants dans les différents aliments
végétaux, des plantes aromatiques et des matiéres végétales les plus diverses.

e Le role probable des composés phénoliques dans la prévention de diverses maladies
associées aux stress oxydatifs telles que les maladies cardiovasculaires et neuro-
dégenératives et le cancer.

e La capacité de certaines catégories de composés phénoliques particulierement les
flavonoides pour se lier aux protéines.

e La stabilisation des huiles comestibles, la protection de la formation de flaveurs et
la stabilisation de saveurs.

e Préparation de compléments alimentaires.

Plus de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille et le nombre ne cessent de croitre
(IGNAT et al, 2011), ils ont en commun un noyau benzénique portant au moins un groupement

hydroxyle. Ils comprennent essentiellement :

> Les acides phénoliques : (acide caféique, acide ferulique, acide chlorogénique...)
Ce sont des composés possedant une fonction acide en plus de la fonction phénol
(HENNEBELLE et al, 2004) représentés par deux groupes essentiels : les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques. Ils sont constitués d’un noyau
phénolique et d’une chaine latérale insaturée en C3 (BRUNETON, 1999). Ces acides
abondant dans les aliments se présentent sous forme d’esters, soit solubles s’accumulant
dans les vacuoles, ou bien insolubles comme constituants de la paroi cellulaire (MANACH
et al, 2004)

» Les flavonoides : le terme « flavonoides » désigne une large gamme de composés naturels

appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments
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quasiment universels des végétaux (BRUNETON, 1999). lIs sont généralement localisés
dans les feuilles au niveau de I’épiderme ou entre 1’épiderme et le mésophile, dans les fleurs
au niveau des cellules épidermiques ou encore dans les fruits au niveau du tégument externe.
(HARKAT, 2008)

> lestanins : Lestannins sont des composés phénoliques complexes largement répandus dans
le régime alimentaire d’origine végétal obtenus a partir de la condensation des phénols
simples (MAKKAR, 2003)lls représentent des composés phénoliques secondaires connus
essentiellement pour leur capacité de se lier et de précipiter les protéines et autres
macromolécules (HAGERMAN.et al, 1998). Le role biologique des tanins dans la plante
est lié a sa propre protection contre les infections fongiques et bactériennes (PERONNY,
2005)les insectes et les animaux herbivores (KHANBABAEE et al., 2001)

Les drogues a tanin sont employées contre les hémorroides, les blessures superficielles. Les
extraits tanniques sont anti-inflammatoires dans les cas de bralures. Ils sont utilisés aussi
comme antiseptiques. En solutions buvables, elles sont employées comme anti-diarrhéiques
(PARIS R,1976)

> Les lignines : Bien qu’il soit difficile de considérer les lignines comme un métabolite
secondaire compte tenu de leur importance quantitative et biologique et de leur signification
dans I’évolution des plantes terrestres, elles doivent étre logiquement rattachées aux
composeée phenoliques en raison de leur structure chimique et des voies de biosynthéses qui
sont directement liées a celle des phénylpropanoides . Les lignines représentent une forme
phénolique condensée. Elles ont un caractére hydrophobe marqué et s’accumule au niveau
des parois des cellules du bois ou du sclérenchyme ou elle peut étre en évidence par des
colorants d’utilisation quelquefois trés ancienne (MACHEIX et al , 2005)

Les lignines présentent des propriétés biologiques intéressantes. Ils agissent notamment
comme des agents anticancéreux (PELUCCHI et al, 2004)), anti-inflammatoire (SAURA-
CALIXTO etal, 2006), antioxydant (YAMAUCHI et al., 2007) antifongique et bactéricide
(RAFFAELLI et al , 2002)

111.3.2 Alcaloide :

Le terme d’alcaloide introduit par W. MEISNER en 1818 se réfere explicitement aux propriétés
basiques de ses composés. Un alcaloide peut étre défini comme un composé organique d’origine
naturelle (le plus souvent végétale), azoté, plus ou moins basique, de distribution restreinte et

doué a faible dose de propriétés pharmacologiques marquées. (BRUNETON, 1999).
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L’appartenance aux alcaloides est confirmée par des réactions communes de précipitation avec

les réactifs généraux des alcaloides(ex : Dragendorff)(PARIS R, 1976)

111.3.3 Les terpenes :

C’est la plus grande catégorie de métabolites secondaires. Elle contient les hormones végétales,

les pigments, les stérols, les hétérosides et une grande partie d'huiles essentielles.

Les terpenes sont les substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entité simple a cing
atomes de carbone. Leur grande diversité trouve son origine dans le nombre d’unités de base

qui composent la chaine ainsi que dans les divers modes d’assemblage (HOPKINS, 2003).

Les composés terpénoides, un groupe de molécules tres différentes tant d’un point de vue
structural que fonctionnel. Avec prés de 15000 structures moléculaires connues, ils constituent
probablement la classe la plus vaste et la plus diversifiée de composés organiques végétaux.
(GERSHENZON et al , 1991) ; (HOPKINS, 2003)

2/ Le thymol est I’'un des principaux phénols reconnus dans I’huile essentielle de quelques
lamiacées comme le thym (KALOUSTIAN et al., 2008). Le thymol a été découvert par
CASPAR NEUMANN en 1719 et épuré en 1853 par M. LALLEMAND qui lui a donné le nom
« thymol » et lui a attribué la formule C2oH1402 formule qui aujourd’hui, correspond a C10H140
de la nouvelle notation. Le thymol est un phénol (2-isopropyl-5-méthyl-phénol) et est
isomérique avec le carvacrol (2-isopropyl-5-méthyl-phénol). Le thymol existe dans 1’huile de
thym et est lié a d’autres hydrocarbures d’une plus grande volatilit¢é comme le p-cymeéne

(C10H14) et le thymene (CioH16) (PAULI et al , 1987)

Le carvacrol et le thymol possédent une activité antibactérienne, activité antifongique contre
les mycétes phytopathogénes (SCHWAMMLE et al , 2001)

IV. LESHUILES ESSENTIELLES:

IV.1. Définition des huiles essentielles :

Il s’agit d’un extrait pur et naturel provenant de plantes aromatiques les, volatiles, de
consistance huileuse, tres concentrées, offrant une forte concentration en principes actifs
(Lardry et al, 2007)Il faut ainsi une trés grande quantité de plantes fraiches pour obtenir
quelques millilitres d’huiles essentielles (NOGARET-EHRHART., 2008).

10
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On ne peut définir une essence sans définir sa méthode d’extraction.

Selon la pharmacopée européenne (agence francgaise de sécurité sanitaire des produits de sante.,
2008): « Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére
premicre végétale botaniquement définie, soit par entralnement par la vapeur d’eau, soit par
distillation séche, ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L huile essentielle
est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de

changement significatif de sa composition »

Selon ’AFNOR (I’ Association Frangaise de Normalisation), ce sont des produits généralement
odorants, obtenus soit par entrainement a la vapeur d’eau, de végétaux ou de parties de

vegétaux, soit par expression du peéricarpe frais de certaines citrus.

IVV.2. Repartition et localisation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les genres
capables d’¢laborer les constituants qui les composent sont répartis dans une cinquantaine de
familles botaniques parmi lesquelles les Lamiacées, les Astéracees, les Rutacées, les
Cannelacées, les Lauracées, les Myrtacées et les Zingibéracées. (BRUNETON, 1999). Les
huiles essentielles peuvent étre stockees dans tous les organes : fleurs (rose) feuilles
(citronnelle, eucalyptus, laurier), écorces (cannelier), bois (bois de rose, santal), racines
(vetiver), rhizomes (cucurma, gingembre), fruits (anis, badiane) et graines (muscade).
(SANGWAN, 2001)

La synthése et I’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la présence
de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de
la plante : cellules a huiles essentielles des Lauracées ou des Zingibéracées, poils sécréteurs des
Lamiacées, poches sécrétrices des Myrtacées ou des Rutacées, canaux sécréteurs des Apiacées
ou des Astéracees. La synthése et lI'accumulation d'une huile essentielle sont généralement
associées a la présence de structures histologiques spécialisées, le plus souvent situées sur ou a
proximité de la surface du végétal (BRUNETON Jean, 2009)I1 existe en fait quatre structures

sécrétrices :

e Les cellules sécrétrices : Chez les Lauracées et les Zingibéraceées.

e Les poils glandulaires épidermiques : Chez les Lamiacées, Géraniacées... etc.

11
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e Les poches sphériques schizogénese : Les glandes de type poche se rencontrent chez les
familles des : Astéracées, Rosacées, Rutacées, Myrtacées, etc.

e Les canaux glandulaires lysigenes : On les retrouve chez les Coniféres, Ombelliféres.

Sur le site de stockage, les gouttelettes d'huile essentielle sont entourées de membranes
spéciales constituées d'esters d'acides gras hydroxylés hautement polymérisés, associés a des
groupements peroxydes. En raison de leur caractere lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement I'évaporation des
huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I'air (BRUNETON, 1993); (TEUSCHER , 2005)

La mise en évidence de I'huile essentielle dans les coupes d'organes s'effectue a l'aide de

colorants lipophiles comme le noir Soudan Il1 qui colore en rouge les gouttelettes essence.

Les teneurs en huiles essentielles sont généralement tres faibles, il faut parfois plusieurs tonnes
de plantes pour obtenir un litre d'huile essentielle. A I'exception de celle du bouton floral du
giroflier ou le rendement en huile essentielle atteint largement les 15% (MAKHLOUF,2002).

IVV.3. Role des huiles essentielles dans la plante.

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires que sont les proteines, les glucides et les lipides. Ces composés different en fonction
des espéeces et, bien que leurs roles soient encore mal connus, il est cependant clair gu'ils
interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les organismes vivants qui
I'entourent. Ils sont probablement des éléments essentiels de la coévolution des plantes avec les
organismes vivants, tels que parasites, pathogenes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et
disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des

composes secondaires.

Les travaux de Croteau en 1977 puis ceux de Croteau et Hooper en 1978 ont montré que, bien
qu’étant des produits du métabolisme secondaire, les composants volatils auraient en fait un
role mobilisateur d’énergie lumineuse et de régulateur thermique au profit de la plante. Certains

terpénes jouent un réle important et varié dans la relation des plantes avec leur environnement

(MAHMOUT, 1992) . Ainsi le 1,8-cinéole et le camphre inhibent la germination des organes
responsables de la prolifération des infections ou la croissance des agents pathogeénes issus de
ces organes (RAZAFINDRAKOTO, 1988)

12
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Pour certains auteurs, les huiles essentielles constitueraient « les déchets » du métabolisme
cellulaire de la plante (SALLE, 1991) . Pour d’autres, elles serviraient a attirer les insectes pour
permettre la fécondation ou alors a les éloigner de la plante. L’attrait des insectes pour les
plantes a fleurs en vue de la pollinisation est également crédité aux huiles essentielles que ces
plantes contiennent. Les huiles essentielles constitueraient enfin un moyen de défense de la
plante vis-a-vis des prédateurs tels que les microorganismes (bactéries et champignons) et les
herbivores (BRUNETON, 1999). Dans la nature, les huiles essentielles jouent un role important
dans la protection des plantes en tant que substances antibactérienne, antiviral, antifongique,
insecticide et aussi contre les herbivores en réduisant leur appétit pour une telle plante. Elles
peuvent attirer aussi des insectes en favorisant la dispersion de pollens et graines, ou au

contraire repousser d’autres indésirables (BAKKALI, 2008).

IV.4. Caracteres physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui les
différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques
usuels ainsi que dans ’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu solubles dans 1’eau
(Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des produits de Santé., 2008). Il faut donc
impérativement un tensioactif pour permettre leur mise en suspension dans 1’eau. Elles
présentent une densité en général inférieure a celle de I’eau et un indice de réfraction élevé.
Elles sont pour la plupart colorées : ex : rougeéatre pour les huiles de cannelle et une variété de
thym, jaune pale pour les huiles de sauge sclarée et de romarin officinal. Elles sont altérables
les et sensibles a ’oxydation. Par conséquent, leur conservation nécessite de 1’obscurité et de
I’humidité. De ce fait, 1’utilisation de flacons en verre opaque est conseillée (Couic-Marinier
F., 2013)Elles sont constituées de molécules a squelette carboné, le nombre d’atomes de
carbone étant compris entre 5et 22 (le plus souvent 10 ou 15) (Agence Francaise De Sécurité
Sanitaire Des Produits De Santé., 2008)

IV.5. Composition chimique des huiles essentielles :

La composition des huiles essentielles est généralement tres complexe, a la fois par la diversité

considérable de leurs structures, et par le nombre élevé de constituants présents (ABID L, 2008)

On peut déterminer la composition des huiles essentielles par la chromatographie en phase
gazeuse (CPQG), c’est la technique la plus utilisée, car elle permet de faire une analyse complete

de plus d’une centaine de molécules chimiques que contient I’huile.
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Le spectrométre de masse (SM), que 1’on associe souvent a la chromatographie (CPG-SM),
permet lui d’obtenir la composition précise de I’huile essentielle (BACHELQOT et al, 2005)
Comme on peut utiliser une méthode spectroscopique, dite résonance magnétique nucléaire du
Carbone-13 (RMN *C) (BEKHECHI ., 2008)

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant divers facteurs,
I’environnement, le génotype, origine géographique, le lieu et la période de récolte, la partie de
la plante étudi€e, I’age de la plante, le séchage, lieu de séchage, la température et la durée de
séchage, les parasites, les virus et les mauvaises herbes (smallfield , 2001)(merghache et al
2009); (ATIK BEKKARA et al 2007)

Les HE sont des produits de composition assez complexe et plus ou moins modifiés au cours
de la préparation. Ce sont des mélanges de substances aromatiques volatiles et odoriférantes
qui sont présentes, a 1’état naturel, en faible quantité dans le végétal et qui appartiennent
principalement a deux grands groupes : Les terpénoides et les phénylpropanoides. On y trouve
¢galement des hydrocarbures aliphatiques, entrainables lors de I’hydrodistillation, de chaines
linéaires ou ramifiées et porteurs de différentes fonctions (cétone, aldéhyde, acide, alcool,

ester,)

Les terpenes ou terpénoides :

Les terpénes constituent les principaux composants des HE. Ce sont des hydrocarbures de
formule brute (CsHg) n. lls résultent de la condensation de deux ou plusieurs unités isopréniques
(2méthylbuta-1,3-diéne). Isopréne (2Mebuta-1, 3-diéne)

Selon le nombre d’unités associées, on les classe en : hémi-(Cs), mono-(Cio), sesqui- (Cis), di-

(C20), tri-(Cao), tétra-(Cao) terpénes et polyterpenes.

Ces unités isopréniques se lient entre elles le plus souvent par des liaisons dites réguliéres de

type téte-queue.

Ils peuvent se lier par des liaisons dites irrégulieres de type artémésyl, santolinyl, lavandulyl et

chrysanthémyl.

Les huiles essentielles contiennent surtout des monoterpenes (Cio), sesquiterpenes (Cis) et plus

rarement des diterpénes (Czo).
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Les terpenes sont de structures tres diverses (acycliques, monocycliques, bicycliques,) et
contiennent la plupart des fonctions chimiques des matieres organiques.

Les composés aromatiques ou phénylpropanoides :

Les composés aromatiques dérivent du phénylpropane (Ce-Cs3). lls sont moins fréquents que les

terpénes dans les HE et eux aussi peuvent contenir différentes fonctions.

Ils se distinguent entre eux par :

e La position de la double liaison de la chaine latérale, allylique ou propénylique
e Le degré d’oxydation de la chaine aliphatique (alcool, aldéhyde ou cétone, acide...)

e Le nombre et la position des groupements hydroxyle et méthoxy
Composes d’origine variée :
Ce sont en fait des hydrocarbures aliphatiques de chaine linéaire ou ramifiée et portant

différentes fonctions tels que le 1-octén-3-ol dans la lavande, acétate de butyle de la pomme,

acétate d’isoamyle de la banane, ’heptane et la paraffine dans 1’essence de camomille, etc.

IVV.6. Controle de qualité

Les huiles essentielles doivent répondre a des normes analytiques, établis par des commissions

nationales et internationales d’experts et imposés par les pays importateurs ou exportateurs.

Les points de controle a effectuer pour se prémunir de la falsification des huiles essentielles et
éviter les confusions entre les différentes espéces concernent 1’origine géographique, 1’espéce
botanique, I’organe producteur (feuilles, fleurs, fruits, écorces...) et les caractéristiques physico-

chimiques (couleur, odeur, densité et indice de réfraction).

Tout ceci permettra d’utiliser une appellation présente dans la nomenclature botanique et
valable dans le monde entier (BEGO, 2003). L’Institut de Normalisation Scientifique
d’Aromatologie INSA a retenu trois critéres pour conférer aux huiles essentielles le label «
HEBBD » : Huile Essentielle Botaniqguement et Biochimiquement Définie (LAMENDIN
2004).

Il s’agit de :
— L’espéce botanique
— L’organe producteur

— Le chémotype ou chimiotype de la plante
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1V.7. Domaine d’utilisation des huiles essentielles.

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie, et en pharmacie (BAHORUN, 1997). Il a eu donc
un réveil vers un intérét progressif de 1’utilisation des plantes aromatiques et médicinales dans
les pays développés comme dans les pays en voie de développement, parce que les herbes fines
guerissent sans effet secondaire défavorable. Ainsi, une recherche de nouvelles substances

naturelles est un choix normal (scientific correspondance, 2003)

Quatre domaines principaux exploitent les diverses potentialités qu’offrent les huiles

essentielles.

- Medicine : en tant que médicament pour ’homme ; exemple : contre le diabete (AMJAD,
2005) contre les maladies de stress (LEE et al , 2003).contre le Malaria (DASTIDAR et al ,
2004)

- Pharmacie : Les huiles essentielles peuvent avoir un intérét médicamenteux, en particulier
dans le domaine des antiseptiques externes, comme par exemple : Thymus vulgaris (Thym),
Satureja montana (Sariette). Elles sont aussi employées pour aromatiser des formulations
médicamenteuses destinées a la voie orale. Elles constituent par ailleurs le support de
I’aromathérapie. Les plantes aromatiques sont aussi utilisées a 1’état brut, en particulier pour

les préparations d’infusion (menthe, mélisse, verveine, fleurs d’oranger, etc.) et sous la forme

de préparations galéniques simples. (RANDRIANARIVELO, 2010)

- Parfumerie : C’est le débouché principal des huiles essentielles ou la cosmétologic et le
secteur des produits d’hygiéne en sont les marchés principaux. On note aussi I'utilisation des
huiles essentielles dans les préparations pour bains (bain « calmant » ou « relaxant ») avec la

possibilité d’absorption percutanée des constituants terpéniques.

- Industrie Agro-alimentaire : Certains plantes sont utilisées brutes (épices et aromates),
d’autres le sont sous forme d’huiles essentielles ou de résinoides. Tous les secteurs alimentaires
en utilisent : boissons alcooliques ou non, confiserie, produits laitiers, produits, carnés, soupes,
sauces, boulangerie, snacks, la nutrition animale. (RANDRIANARIVELO, 2010)

- Agriculture : pour lutter contre les insectes et les nématodes par exemple (AMJAD, 2005)
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- Diverses industries : L’industrie chimique est le principal utilisateur des isolats issus des
huiles essentielles comme matiéres premiéres pour la synthese de principe actifs,
médicamenteux, de vitamines, de substances odorantes, exemple : pinenes, sclaréol, linalol,
citronellal, citral eugénol, safrol, etc.... Ces isolats sont également utilisés en parfumerie.
(RANDRIANARIVELO, 2010)
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V. METHODES D'EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES :

Il existe plusieurs méthodes pour extraire les huiles essentielles. Les principales sont basées sur
I'entrainement & la vapeur, I'expression, la solubilité et la volatilité. Le choix de la méthode la
mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiére végétale a traiter, des caractéristiques
physico-chimiques de l'essence a extraire, de l'usage de I'extrait et I'ardme du départ au cours
de I'extraction (SAMATE , 2001)

V.1. L'entrainement a la vapeur d'eau :

L'entrainement a la vapeur d'eau est I'une des méthodes officielles pour I'obtention des huiles
essentielles. A la différence de I'hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct
de l'eau et la matiere végétale a traiter. La vapeur d'eau fournie par une chaudiere traverse la
matiére végetale située au-dessus d'une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le
matériel, les cellules éclatent et libérent I'huile essentielle qui est vaporisée sous l'action de la
chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé
vers le condenseur et l'essencier avant d'étre separé en une phase aqueuse et une phase
organique : I'huile essentielle. L'absence de contact direct entre I'eau et la matiere végétale, puis
entre l'eau et les molécules aromatiques évite certains phénomeénes d'hydrolyse ou de

dégradation pouvant nuire a la qualité de I'huile.

Vapeur d'eau chargee Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau florale +
Chaleur —————a / huile essentielle

AVAVAVAVAVAR

Essencier

Figure 1: La distillation par entrainement a la vapeur
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V.2. L'hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée.

Le principe de l'hydrodistillation est celui de la distillation des mélanges binaires non
miscibles. Il consiste & immerger la biomasse végeétale dans un alambic rempli d'eau, que I'on
porte ensuite a I'ébullition. La vapeur d'eau et I'essence libérée par le matériel végétal forment
un mélange non miscible. Les composants d'un tel mélange se comportent comme si chacun
était tout seul a la température du mélange, c'est-a-dire que la pression partielle de la vapeur
d'un composant est égale a la pression de vapeur du corps pur. Cette méthode est simple dans
son principe et ne nécessite pas un appareillage colteux. Cependant, a cause de l'eau, de
l'acidité, de la température du milieu, il peut se produire des réactions d'hydrolyse, de
réarrangement, de racémisation, d'oxydation, d'isomérisation, etc. qui peuvent tres sensiblement

conduire a une dénaturation.

La durée d'une hydrodistillation peut considerablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures selon le matériel utilisé et la matiere végétale a traiter. La durée de la distillation influe

non seulement sur le rendement mais également sur la composition de l'extrait.

+

— refrigerant

‘\

vapeur

1tier de la matiere vegetale+ —
‘eau distillée Eau de
—:.Eg:‘;;:éi;: refroidissement

source de

L]
chaleur
distilat
) J

Figure 2: Schéma d’un montage d’hydrodistillation.

V.3. La distillation a vapeur saturée :

Dans cette variante, la matiere végétale n'est pas en contact avec I'eau. La vapeur d'eau est
injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plaques perforées. La distillation a
vapeur saturée est la méthode la plus utilisée a I'neure actuelle dans I'industrie pour I'obtention

des huiles essentielles a partir de plantes aromatiques ou médicinales. En général, elle est

19



Méthodes d’extraction

pratiquée a la pression atmosphérique ou a son voisinage et a 100°C, température d'ébullition

d'eau. Son avantage est que les altérations de I'huile essentielle recueillie sont minimisées.

V.4. L'hydro diffusion :

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

végétale.

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

réduction de la consommation de vapeur

EAU

VAPEUR D'EAU FROIDE
+ ESSENCE S—-

ALIMENTATION

DU FOYER T r}
= LAVANDE Y i
Bac
_____ réfrigérant

- Essence
Hydrolat .I_\j ¥

ESSENCIER

Figure 3: Schéma d'hydro-diffusion.

V.5. Extraction par micro-ondes :

Cette technique d'extraction a été développée au cours des dernieres décennies a des fins
analytiques. Le procédeé consiste a irradier par micro-ondes de la matiere végétale broyée en
présence d'un solvant absorbant fortement les micro-ondes (le méthanol) pour I'extraction de
composeés polaires ou bien en présence d'un solvant n'absorbant pas les microondes (hexane)
pour l'extraction de composés apolaires. L'ensemble est chauffé sans jamais atteindre

I'ébullition durant de courtes périodes entrecoupées par des étapes de refroidissement.

L'avantage essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la durée de distillation et

d'obtenir un bon rendement d'extrait.
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Decoction
\< i 9
MicroOndes e &

Figure 4: Schéma d’'un montage d’hydro-diffusion assistée par micro-ondes.
V.6. L'expression a froid :

L'extraction par expression est souvent utilisée pour extraire les huiles essentielles des agrumes
comme le citron, l'orange, la mandarine, etc. Son principe consiste a rompre mécaniquement
les poches a essences. L'huile essentielle est séparée par décantation ou centrifugation. D'autres
machines rompent les poches par dépression et recueillent directement I'huile essentielle, ce qui

évite les dégradations liées a l'action de I'eau.

L'extraction a froid est une technique qui a pris naissance en Sicile, avant d'étre utilisée par tous
les pays producteurs d'agrumes. Elle se faisait autrefois manuellement par un procédé dit (a

I'éponge).
Apreés celui, un autre s'est considérablement développé.

Le procédé consiste dans ce cas a frotter les écorces contre un systéme d'éponges naturelles
fixées sur une bassine en terre cuite. La pression était accompagnée par un mouvement de
rotation de la main. Le mélange exprimé était recueilli par essorage des éponges. Finalement,
par simple décantation, I'huile essentielle est séparée de la phase aqueuse qui contient aussi des
détritus produits par la lacération des tissus de I'écorce toutefois, méme cette méthode est

aujourd'hui en partie considérée comme archaique.
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seneed

Pump

Figure 5: Schéma d’extraction par pression a froid ou expression.
V.7. Extraction par solvant :

La technique d'extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un extracteur un
solvant volatil et la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se
charger en molécules aromatiques, avant d'étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a
pression atmosphérique. L'extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus
pratiquée. Les solvants les plus utilisés a I'heure actuelle sont I'hexane, le cyclohexane, I'éthanol,
le méthanol, le dichlorométhane et I'acétone. Le solvant choisi, en plus d'étre autorise devra
posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiere ou l'oxygene, sa température
d'ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir
chimiquement avec I'extrait. L'extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet ou un appareil

de Lickens-Nickerson.

Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que l'eau si bien que les extraits ne
contiennent pas uniquement des composes volatils mais également bon nombre de composés

non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres substances.
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Schéma du principe de distillation par solvant :

thermome tre

d Réfrigérant

Colonne Vigreux
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Pietre ponce
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2
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Figure 6. Schéma d’extraction par solvant.
V.8. Extraction par du CO:> supercritique :

Cette technique se rapproche énormément de I'extraction par solvant, le CO2 supercritique a la
méme fonction qu'un solvant sauf qu'il n‘est pas nocif et qu'il ne reste plus aucune trace de celui-

ci dans I'huile essentielle obtenu.

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone a I'état
supercritique. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone permet I'extraction dans le domaine
liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux. Le dioxyde de carbone est
liquéfie par refroidissement et comprimé a la pression d'extraction choisie. 1l est ensuite injecté
dans I'extracteur contenant le matériel végétal, puis le liquide se détend pour se convertir a I'état

gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en extrait et en solvant.

L'avantage de cette méthode est la possibilité déliminer et de recycler le solvant par simple
compression détente. De plus les températures d'extraction sont basses dans le cas de dioxyde
de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles. Cette technique est utilisable

pour les essences difficilement distillables.
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Figure 7: Schéma d’extraction au CO2 supercritique.
V.9. L’extraction par enfleurage :

Cette technique est tres sophistiquée et plus trop utilisée. Elle est réservée pour réaliser des
huiles florales de tres grande qualité et est essentiellement utilisé pour les fleurs qui supportent
mal I’action de la chaleur (comme le jasmin, la violette). Les pétales fraichement cueillis sont
étalés sur de la graisse sur des chassis de verre qui sont remplacés toutes les 24 heures, les huiles
essentielles saturant progressivement la graisse. Le composé obtenu, appelé « pommade », est

lavé avec de 1’alcool qui, apres évaporation, produit I’huile parfumée.

V.10. La macération :

La macération est semblable a l'enfleurage. Elle est employée pour extraire les huiles
essentielles a partir d'ingrédients tels que la vanille qui est trempée dans des cuves d'huile
jusqu'a ce que les piéces parfumées se dissolvent. L'huile peut étre chauffée pour accélérer le

processus. La macération peut durer plusieurs années. En général, on utilise de I'huile de

tournesol pour la macération.

ENFLEURAGE
el s TRAITEMENT PAR LES GRAISSES
contact avec e corps ® o L
gras étendy «n couches
minces sur des chissis
de verte \w ‘
IMPREGNATION  FLEURS  POMMADE
SUA CHASSIS EPUISEES  PAAFUMES
/i
MACERATION  S1__¢/ % LM _Ejl
Procédé & chaud Y °o
dans ies cops gras 0 FATTEUSE GLACERE FRTRE ASOLA
fondus, on immerge les W ’ CONCENTIEUR
fieurs Jusqu'h saturation S0Us 10k
FAU CHAUDE oy vpane  POMMADE 165 pommades parfumées sont “épuisées” 3 I'alcool
MACERATION PANF UMEL e concentrées sous vide pour obtenir T absolue’

Figure 8: L extraction par enfleurage et La macération.
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VI. METHODES D'ANALYSE ET CONTROLE DE LA QUALITE :

Apres l'extraction de I'huile essentielle désirée, nous devrons vérifier la qualité de notre produit
en le comparant avec une huile témoin. Plusieurs choix s'offrent a nous quant a l'analyse
quantitative et qualitative de notre huile: la chromatographie, les caractéristiques
organoleptiques, les propriétés physiques et le rendement sont les quatres principaux éléments
que nous utiliserons pour tester notre produit final. (BOUTAYEB, 2013)
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VII. IDENTIFICATION DES CONSTITUANTS D'UN MELANGE

De maniére schématique, deux démarches analytiques se distinguent en fonction de 1’objectif
recherché. La premiére est ’analyse structurale qui consiste a élucider la structure d’une
molécule qui n’a encore jamais été décrite dans la littérature. La seconde est d’identifier et de

quantifier un produit déja connu et dont les caractéristiques spectrales sont répertoriees.

VII.1. L analyse structurale :

L’analyse structurale nécessite la purification préalable du composé par des distillations
fractionnées ou par différentes techniques chromatographiques (CCM, CC, CLHP, CGP)
permettant d’obtenir une quantité suffisante de produit pur afin de réaliser une étude
spectroscopique compléte par Spectrométrie de masse (SMN/), Infra-Rouge par Transformee
de Fourier (IRTF), Ultra-Violet (UV) et Résonance Magnétique Nucléaire (RMN-'H et RMN-
13C, RMN bidimensionnelle). A partir de la combinaison de ces méthodes complémentaires, il
est possible d’établir avec une certitude suffisante la structure de la molécule du constituant
inconnu. Parmi toutes ces techniques spectroscopiques, la RMN est la technique de choix pour
la caractérisation des molécules organiques ; elle permet 1’acces a des informations concernant

le squelette et la fonctionnalisation des molécules.

La RMN bidimensionnelle avec I’enregistrement de spectres a deux dimensions c¢’est-a-dire des
spectres de corrélation proton-proton (COSY et NOESY) et proton-carbone (XHCORR,
HMQC et HMBC), permet de mettre en évidence des interactions (directes ou indirectes) entre
les noyaux et fournit des renseignements trés précis sur la structure moléculaire. Enfin, les
spectres de corrélation carbone-carbone (INADEQUATE) permettent de construire pas a pas le
squelette carboné de la molécule. Cependant, leur enregistrement nécessite une quantité de

produit importante, ce qui limite 1’utilisation de cette technique. (PAOLINI, 2005)
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Tableau 1: Localisation des principales espéces de genre Thymus en Algérie (mebarki , 2010)

Espéces
Thymus capitatus

Thymus fontanesii

Découverte par

Hoffman et Link Rare dans la région de Tlemcen

Boiss et Reuter

Commun dans le Tell
Endémique Est Algérie-Tunisie

Thymus commutatus

Thymus numidicus

Thymus guyoni

Thymus lancéolatus

Battandier

Poiret

Noé

Desfontaine

Endémique Oran

Assez rare dans :

Le sous secteur de 1'atlas tellien
La grande et la petite Kabylie

De Skikda a 1a frontiére tunisienne
Tell constantinois

Rare dans le sous secteur des hauts
plateaux algérois, oranais et
constantinois

Rare dans :

le secteur de 1’atlas tellien (Terni de
Meédéa Benchicao) et dans le sous
secteur des hauts plateaux algérois,
oranais (Tiaret) et constantinois

Thymus pallidus

Coss

| Trés rare dans le sous secteur de L' Atlas
Saharien et constantinois

Thymus hirtus

Thymus glandulosus

Thymus algériensis

Thymus munbyanus

Willd

Lag

Boiss et Reuter

Boiss et Reuter

Commun sauf sur le littoral

" Tres rare dans le sous secteur des hauts
plateaux algérois
Trés commun dans le sous secteur des

hauts plateaux algérois, oranais

Endémique dans le secteur Nord algérois

(BENAYACHE, et al 2014)

V1.2 Méthodes de détermination des huiles essentielles

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise en ceuvre de

plusieurs techniques, la technique qui est la plus couramment employée, est 1’utilisation du

couplage d’une technique chromatographique généralement la chromatographie en phase

gazeuse CPG, avec une technique d’identification spectrale, généralement la spectrométrie de

masse (SM) ou quelques fois, la spectrométrie Infrarouge par Transformée de Fourier (IRTF).

VI11.2.1. La CPG et les indices de rétention :

La CPG est une méthode de séparation mais aussi d’analyse. En effet, les temps de rétention

peuvent donner une information sur la nature des molécules et les aires des pics fournissent une

quantification relative.
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L'identification d'une substance peut étre facilitée par la connaissance de son temps de rétention
qui est une valeur caractéristique pour une phase stationnaire donnée. En effet, les temps de
rétention de chaque composé dépendent des conditions expérimentales (nature et épaisseur de

la phase stationnaire, programmation de la température, état de la colonne, etc.).

Une meilleure information peut étre obtenue grace a I’utilisation des indices de rétention,
mesurés sur les colonnes apolaire et polaire, qui sont plus fiables que les temps de rétention. Ils
sont calculés a partir d’'une gamme étalon d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques
linaires. Le calcul peut se faire pour une expérimentation a température constante par
interpolation logarithmique : indices de Kovats (IK) (KOVATS , 1965)ou en programmation
de température par interpolation linéaire indices de rétention ou indices de (VAN DEN DOOL
et al, 1963)

VI1.2.2. Le couplage CPG- SM :

Le couplage CPG-SM en mode impact électronique (IE), dit CPG-SM(IE), est la technique
utilisée en routine pour I’analyse dans le domaine des huiles essentielles. Le principe de la
spectrométric de masse consiste a bombarder a I’aide d’¢lectrons, une molécule qui sera
fragmentée ; les différents fragments obtenus, chargés positivement constituent le spectre de

masse de la molécule. Cette technique permet d’identifier un composé en comparant son

Spectre a ceux contenus dans des bibliothéques de spectres informatisées ou sous format papier,
ainsi que celles élaborées de maniere interne en laboratoire (MC LAFFERTY
1994);(ADAMS, 2001)

V11.2.3. Méthodes d’analyse des extraits de plantes :

L’analyse des huiles essentielles et des polyphénols reste une étape importante, cependant, elle

demeure une opération délicate nécessitant la mise en ccuvre de diverses techniques comme :

VI11.2.3.1. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-
MS)

Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est aujourd’hui une

des techniques les plus utilisée en chimie analytique.

Le principe cette technique consiste a transférer les composés séparés par chromatographie en

phase gazeuse par la phase mobile (Gaz vecteur) dans le spectrométre de masse au niveau
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duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse variables dont la séparation sera en fonction

de leur masse.

La principale difficulté rencontrée lors de ce couplage est due a la grande différence de

pression.

En effet, la spectrométrie de masse requiert un niveau de pression tres bas, alors que la

chromatographie en phase gazeuse se déroule a un niveau de pression plus élevé.

L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention et des spectres de
masse des constituants individualisés avec ceux des produits de référence contenus dans des

bibliothéques informatisées contenant plusieurs milliers de spectres.

VI11.2.3.2 Chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :

La chromatographie liquide a haute performance est indiquée pour étudier les constituants non
volatils des concrétes et des absolues ou pour effectuer des préfractionnements. Elle peut étre

couplée également a un analyseur de masse.

Cette technique utilise une phase stationnaire et une phase mobile liquide circulant sous I’effet

d’une haute pression.

Apres la séparation des différents constituants de 1I’échantillon, un logiciel assure I’acquisition

et le traitement des données. (BENDIF, 2017)
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VII1.LES ACTIVITES BIOLOGIQUES DES HUILES ESSENTIELLES :

Elles ont des propriétés et des modes d'utilisation particuliers et ont donné naissance a une

branche nouvelle de la phytothérapie : I'aromathérapie.

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles

sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses, cependant,
elles possédent également des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc des
antiseptiques et désinfectants entant qu'agents antimicrobiens a large spectre (FERHAT M.,
2009)

VII1.1. L'activité biologique :

Le role physiologique des huiles pour le role végétal est encore inconnu. Cependant, la diversité
moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confére des rdles et propriétés

biologiques.

Un effet anti-inflammatoire a été décrit pour les huiles essentielles de Protium strumosum,
Protium lewellyni, Protium grandifolium (SAINI et al , 1999). Plus récemment, des études ont
montré que les huiles essentielles de Chromo Léana odorat et de Mika nia cordat, donnaient des
tests d'inhibition positifs sur la lipoxygénase L-1 de soja, modéle de la lipoxygénase humaine
(5-LO) impliguée dans les processus de I'inflammation (BEDI et al , 2004). Ensuite, dans une
autre étude, il a été montré que celles de Chromo Léana odorét présentaient des actions positives
sur la fonction Cyclooxygénase de la Prostaglandine H-synthétase (BEDI et al , 2010).. Enfin,
les mémes auteurs ont montré que les huiles essentielles de Cymbopogon giganteum, Ocimum
gratissimum, Eucalyptus citriodora avaient des activités inhibitrices sur la cyclooxygénase
(SAHOUO et al, 2003)

Les activités antifongiques de nombreuses huiles essentielles incluant les huiles de thym, de
citronnelle, de cannelle et de Melaleuca alternifolia (BURT , 2004) ont été décrites. L’efficacité

des huiles extraites des achillées, Achillea fragrantissima (BAREL, 1991)

A. terefolia (UNLU et al , 2002)et A. milefolium (CANDAN et al., 2003) contre la levure

pathogene Candida albicans, a également été mis en évidence.

Certaines huiles essentielles présentent des activités antitumorales et sont utilisées dans le

traitement préventif de certains types de cancers. L huile essentielle isolée des graines de Nigel

30



Les activités biologiques des huiles essentielles

la sativa L., démontre une activité cytotoxique in vitro contre différentes lignées tumorales. In
vivo, elle limite la prolifération des métastases hépatiques et retarde la mort des souris ayant
développé latumeur P815 (AIT MBAREK et al., 2007)L’huile essentielle de Melissa officinalis
s’est, quant a elle, révélée efficace contre des cellules de lignées cancéreuses humaines, incluant

des cellules leucémiques HL-60 et K562 (DE SOUSA et al, 2004)

D’autres applications médicales ont fait 1’objet d’études. Les travaux réalisés par (Oussou ,
2009), ont prouvé la capacité de 1’huile essentielle de Ocimum canum a limiter la formation
d’ulcéres gastriques induits par 1’éthanol. Ceux de (MONTI et al , 2002)ont montré que les
huiles essentielles facilitent la pénétration transdermique de substances médicamenteuses
lipophiles, comme 1’cestradiol. Des travaux tentent également d’analyser les effets des huiles
essentielles sur le comportement (UMEZU , 1999) ou d’évaluer la possibilité de les utiliser dans

la lutte contre 1’addiction de certaines drogues, comme la nicotine (ZHAO et al , 2005)

VI1I11.2. Activité antimicrobienne des huiles essentielles :

Depuis Dl’antiquité, les extraits aromatiques de plantes ont été¢ utilisés dans différentes
formulations, comme les médicaments et la parfumerie (HEATH , 1981). Les huiles essentielles

ont été considéré comme agents antimicrobiens les plus efficaces dans ces plantes.

Les qualités microbiologiques des plantes aromatiques et médicinales sont connues. Toutefois,
la premiere mise en évidence de I’action des huiles essentielles contre les bactéries a été réalisée
en 1881 par Delacroix (BOYLE , 1995). Depuis, de nombreuses huiles ont éte définies comme
antibactériennes (BURT , 2004)

Leur spectre d’action est tres étendu, car elles agissent contre un large éventail de bactéries, y

compris celles qui développement des résistances aux antibiotiques.

Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essenticlle a I’autre et d’une souche
bactérienne a I’autre (KALEMBA et al , 2003); (AVLESSI et al , 2012). Elles peuvent étre
bactéricides ou bactériostatiques. Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de
leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs
(SIPAILIENE et al 2006); (OUSSOU , 2009)

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif que les bactéries a
Gram négatif. Toutefois, les bactéries a Gram négatif paraissent moins sensibles a leur action

et ceci est directement lié a la nature de leur paroi cellulaire (BURT , 2004). Il existe cependant
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quelques exceptions. Les bactéries Gram a Gram négatif comme Aeromonas hydrophila (WAN,
1998) et Campylobacter jejuni (WANNISSORN et al, 2005)ont été décrites comme

particulierement sensibles a I’action des huiles essentielles.

La bactérie reconnue comme la moins sensible a leur effet reste néanmoins les bactéries & Gram
négatif comme Pseudomonas aeruginosa (DORMAN et al , 2000)En fait, cette bactérie possede
une resistance intrinseque aux agents biocides, en relation avec la nature de sa membrane
externe. Cette derniere est composée de lipopolysaccharides qui forment une barriére
imperméable aux composés hydrophobes. En présence d’agents perméabilisant de la membrane
externe, des substances inactives contre Pseudomonas aeruginosa deviennent actives (MANN.,
2000)11 semble que cette souche se révéle résistante a un trés grand nombre d’huiles essentielles
((HAMMER , 1999); (DEANS et al, 1987)).

La croissance des bacteéries, résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre inhibée
par certaines huiles essentielles. (OUSSOU, 2009) a étudié les propriétés antibactériennes de
quelques huiles essentielles issues de la pharmacopée traditionnelle Ivoirienne, Ocimum
gratissimum, O. cimumcanum, Xylopia aethiopica, Citrus aurantifolia, Lippia multiflora, et
Monanthotaxis capea. Les huiles essentielles de ces plantes se sont revelées efficaces contre les
bactéries multi résistantes notamment les E. coli résistants aux céphalosporines de 3éme
génération, E. coli productrice de betalactamases a spectre elargi (BLSE) et staphylocoques

dorés résistants a la méticilline (SARM).

VI111.3. Activité bactéricide et bacteriostatique

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été la plus étudiée. On distingue deux sortes
d’effets des huiles essentielles sur ces microorganismes :
— Effet bactéricide (bactéricidie) : exercant une activité létale

— Effet bactériostatique (bactériostase) : entrainant une inhibition de la croissance.

L’activité bactériostatique est souvent plus assimilable aux huiles essentielles que 1’activité
bactéricide. Cependant il a été démontré que certains constituants chimiques des huiles
essentielles ont des propriétés bactéricides. En effet, des dommages au niveau des cellules de
différents microorganismes ont été rapportés, illustrés par microscopie électronique. Citons
I’effet bactéricide des huiles essenticlles riches en monoterpénols et en phénols sur

Staphylococcus aureus, ou encore celui de I’Origanum sur Escherichia coli.
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Toutefois, cette action bactéricide des huiles essentielles sur la cellule bactérienne demeure

encore insuffisamment élucidée. Plusieurs mécanismes seraient mis en jeu :

— Précipitation des protéines et des acides nucléiques.

— Inhibition de la synthése des macromolécules (AND, ARN, protéines et peptide

— Inhibition de la perméabilité membranaire sélective et détérioration membranaire.

— Inhibition de la glycolyse et déplétion potassique.

— Modification de la morphologie de la cellule bactérienne.

— Absorption et formation d’un film autour de la cellule bactérienne avec inhibition des

processus de respiration, d’absorption et d’excrétion.

VI111.4. Facteurs influencant I’activité antimicrobienne des huiles essentielles

L’efficacité antimicrobienne des huiles essentielles dépend de deux principaux parametres :

L’huile essentielle et sa composition chimique d’une part, et le microorganisme (type,

structure...) d’autre part. (HAMMER, 1999; DEANS et al , 1987).

VIIL5. Toxicité :

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque. Comme
tous les produits naturels : "ce n'est pas parce que c'est naturel que ce soit sans danger pour
l'organisme”. Les huiles essentielles contenant surtout des phénols et des aldéhydes peuvent
irriter la peau, les yeux et les muqueuses. Notamment les huiles de : Cannelle de Ceylan, Basilic
exotique, Menthe, Clou de girofle, Niaouli, Thym a thymol, Marjolaine, Sarriette, Lemon-grass.
De plus, certaines huiles essentielles peuvent provoquer des réactions cutanées allergiques
(MEYNADIER, et al 1997). C’est en particulier le cas des huiles essentielles suivantes : la

cannelle de Ceylan, la menthe, la Listée, la mélisse, le pin, ou la mousse de chéne.

La proportion de la population développant des allergies cutanées dues aux parfums est en
augmentation car I’utilisation de parfums et de produits parfumés (HAYAKAWA, 1987) ne
cesse d’augmenter. Il a été démontré que les allergénes présents dans 1’air jouent un réle évident

dans la formation d’eczéma, soit par inhalation, soit par contact cutané (SCHNUCH, 2006)

Les huiles essentielles qui sont utilisées en parfumerie peuvent se comporter comme irritant des
muqueuses respiratoires et favoriser le déclenchement de crises d’asthmes pour les

asthmatiques (comme par exemple les sprays désodorisants. (ELBERLING et al., 2007)
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Les cétones et dans une moindre mesure les lactones sont neurotoxiques (romarin, sarriette,

cedre, camphre, thuya, aneth, hysope).

VII1.6. Activité liée a la composition chimique :

L’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition
chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés
terpéniques et cétoniques) et les possibles effets synergiques entre les composants. Ainsi, la
nature des structures chimiques qui la constituent, mais aussi leurs proportions jouent un réle

déterminant.

L’activité d’une huile essentielle est souvent réduite a ’activité de ses composés majoritaires,
ou ceux susceptibles d’étre actifs. Evalués séparément sous la forme de composés synthétiques,
ils confirment ou infirment 1’activité de I’huile essentielle de composition semblable. 11 est
cependant probable que les composés minoritaires agissent de maniere synergique. De cette
maniere, la valeur d’une huile essentielle tient a son « totum », c’est a dire dans I’intégralité de

ses composants et non seulement a ses composés majoritaires (LAHLOU, 2004)

Il est connu que ce sont les terpénoides et les phénylpropanoides qui conferent aux huiles
essentielles leurs propriétés antibactériennes. L’activité de ces molécules dépend, a la fois, du
caractéere lipophile de leur squelette hydrocarbonée et du caractére hydrophile de leurs
groupements fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives que les
hydrocarbonées. (DAOUDA, 2015)
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IX. Caractére botanique :

Botaniquement, le thym appartient a la famille des Labiées qui comprend pres de 6700 especes
regroupées dans environ 250 genres (MILLER et al , 2006). La famille des Lamiacées
(Lamiaceae) ou Labiées est une importante famille de plantes dicotylédones qui sont souvent :
des plantes herbacées, des arbustes et rarement des arbres ou lianes, producteurs d’huiles
essentielles, largement répandus dans tout type de milieux. La forme de lévre de la fleur et la
présence d’huiles essentielles signent cette famille. Pour la plupart des genres, la section carrée
de la tige et des feuilles opposées sont aussi des caractéristiques. De nombreuses espéces de
cette famille sont des plantes melliferes.( QUEZEL et SANTA., 1962)

Les thyms (Thymus) sont des plantes basses sous-ligneuses, pouvant atteindre 40cm de hauteur.
Ils possedent de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur verte foncée, et qui sont
recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent I’huile
essentielle majoritairement composee de mono-terpenes. Les calices et les jeunes tiges sont
aussi couverts de ces structures qui libérent 1’essence par simple contact, bien qu’en plus faible
densité sur les tiges. Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur

couleur varie du blanc au violet en passant par la rose (SOTO-MENDIVIL et al 2006)

Selon (BENABID, 2000), le thym design une plante aromatique et médicinale (PAM). Le
genre Thymus représentant lI'objectif de notre recherche regroupe plus de 250 espéces (MILLER
et al, 2006) largement distribuées dans l'aire méditerranéenne et utilisées comme antibactériens
et anti-inflammatoires dans la pharmacopée traditionnelle de la région (BOUHDID et al .,
2006); (NEJAD EBRAHIMI, 2008)

En Algérie, le genre Thymus est représenté par de nombreuses especes qui ne se prétent pas
aisément a la détermination. Citant ainsi quelques espéces connues en Algérie : T. vulgaris, T.
serpyllum, T. algeriensis, T. hirtus, T. fontanesii. (QUEZEL et SANTA, 1962).

X. PRESENTATION DE LA FAMILLE DES LAMIACEES :

La famille des lamiacées est 'une des familles les plus utilisées comme source mondiales
d’épices et d’extrait a fort pouvoir antimicrobien, antifongique, anti-inflammatoire et

antioxydant (GHERMAN et al, 2000), (HILAN et al, 2006)

Cette famille comprend prés de 6700 espéces regroupées dans environ 250 genres. (MILLER

et al 2006). Les labiées sont des arbustes, sous arbrisseaux, ou plantes herbacées en générale
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odorantes, a tige quadrangulaires, feuilles en général opposées sans stipules. Fleurs pentaméres
en générale hermaphrodites. Calice a cinq divisions. Corolle en générale bilabiée longuement
tubuleuse parfois & 4-5 lobes subégaux ou & une seule lévre, lévre inférieure trilobée, la
supérieure bilobée. Etamines 4, la cinquiéme nulle ou trés réduite, parfois deux étamines et
deux staminodes. Ovaire super a carpelles originellement biovulés, ensuite uniovulés par la
constitution d’une fausse cloison. (QUEZEL ET SANTA 1963).

Les lamiacées sont trés nombreuses, les especes les plus cités dans la littérature sont : Salvia
officinalis (FELLAH , 2006) Mentha spicata (CHOUDHURY, 2006), Origanum vulgare
(DIMITRIJEVIC, et al, 2007), Rosmarinus officinalis (GACHKAR et al, 2007), (MARZOUK
et al 2006), Ocimum basilicum (LEE et al 2007)

Ainsi que de nombreuses especes du genre Thymus qui ont été abondamment etudiées de ce
point de vue. (ROTA et al , 2008), (ELHABAZI et al 2006)

Un trés grand nombre de genres de la famille des Lamiacées sont des sources riches en

terpénoides, flavonoides, iridoides glycosylés et composés phénoliques (NAGHIBI et al , 2005)

IX.1. Le genre Thymus

Origine du nom : le nom thym proviendrait aussi bien du latin que du grec
Thymus : « parfumer » (latin)

Thymus : « courage » (grec)

IX.1.1 Distribution géographique

¢ Dans le monde

Le genre Thymus est I’'un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées (NAGHIBI
et al , 2005). Selon (DOB et al, 2006) il existe prés de 350 especes de thym réparties entre
I’Europe, 1’Asie de I'ouest et la méditerranée. C’est un genre tres répandu dans le nord-ouest
africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il pousse également sur les montagnes d’Ethiopie
et d’Arabie du sud-ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte (MEBARKI N., 2010)
On peut le trouver également en Sibérie et méme en Himalaya. Selon une étude mené par
(NIKAVAR et al 2005), environ 110 especes différentes du genre Thymus se concentrent dans

le bassin méditerranéen.
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e En Algérie

Le thym comprend plusieurs espéces botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les
régions internes jusqu’aux zones arides (MEBARKI N., 2010). 1l est représenté en Algérie par
de nombreuses especes qui ne se prétent pas aisément a la détermination en raison de leurs
variabilités et leur tendance a s hybrider facilement. Le tableau 1 montre la localisation des

principales espéces de thym en Algérie.

Selon (PASSET, 1979) le genre Thymus est définit comme un ancien groupetertiaire, ayant son

origine dans le sud-est de I'Espagne.

Selon (MORALES, 2002),le genre Thymus est inclut dans les continents euros asiatique, la

partie nord de I'Afrique et Groenland méridional.

D'aprés (QUEZEL et SANTA 1962), les différentes espéces du genre Thymus sont rencontrées

dans les pelouses, rocaille et dans toutes les régions montagneuses.

Le thym est une plante répandue en Algérie, les différentes espéces qui y existent sont réparties
le long du territoire national, du Nord Algérois a I'Atlas saharien, et du Constantinois a I'Oranais
(KABOUCHE et al 2005).

I1X.1.2. Classification :

D’aprés QUEZEL et SANTA (1962) Thymus fontanesii est une espéce qui appartient a :

= [L’EMBRENCHEMENT..........................Spermaphytes

= SOUS EMBRANCHEMENT.................. Angiospermes

B CLASSE...co Eudicotes

= SOUSCLASSE......coiiiiiii, Astérides

" ORDRE......cooi Lamiales

= FAMILLE.......ooi, Lamiacées

= GENRE......cooiii Thymus

# ESPECE.....ccoiiiiiiiii e Thymus fontanesii.
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I1'y a aussi plusieus especes de Thymus :

= Th. vulgaris Th. satureioides Th. broussonetii
= Th. maroccanus Th. pulegioides Th. pallidus

= Th. Capitatus.Th. numidicus. Th, algeriensis
= Th. lancéolatus.Th. hirtus. Th. commutatus.

= Th. dreatensis. Th. glandulosus. Th. Ciliatus.Th. Guyonii.

11.1.3. Principes actifs du Thym

Les acides phénoliques : acide caféique (COWAN , 1999).acide rosmarinique (TAKEUCHI ,
2004).

Les flavonoides : hespeéridine, eriotrécine, narirutine (TAKEUCHI , 2004)lutéoline
(BAZYLKO etal, 2007)

Les polyphénols : tannin (COWAN , 1999); (OZCAN et al , 2004)

Dans la figure 09 sont étalés les molécules souvent presentes chez le genre Thymus.

38



Généralites sur la plante

0, OC Oy

Thymol Carvacrol O_Cymene P-Cyrnene
OH
/\)\/\/\\ 8
|
HO 7 i 7 X Z
borneol Geraniol Linalool
HO_ CHj;
CH CH
OH 3 3
Alpha-terpineol Thujanol

Figure 9 Composés produits par les plantes du genre Thymus (Mohammad et al., 2015)
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Matériel et Méthodes

Le présent chapitre décrit la méthodologie de recherche et étale un rappel des protocoles

expérimentaux mis en ceuvre lors de la réalisation pratique.
Les cinq volets objets d’investigation sont :

1- Echantillonnage, cartographie, études des trais fonctionnels
2- Extraction des huiles essentielles et calcul des rendements
3- Caractérisation chimique par GC/MS.

4- Evaluation du pouvoir antibactérien

5- Evaluation du pouvoir antioxydant

Une lecture et une comparaison avec les travaux de recherche publiés suivra chaque catégorie

de donnees expérimentales.

|. ECHANTILLONNAGE :

Parmi les echantillons qui parviennent systématiquement au laboratoire, plusieurs espéces de
thym ont éte identifiées et codifiées par des identificateurs dont la syntaxe permet de

désigner les spécifications suivantes : Station/Saison/Plante/Numéro.
Les stations choisies sont celles ou la plante en question se montre abondante.
Depuis ces mémes stations, des échantillons sont cueillis chaque saison.

Chague bouquet porte systematiquement une étiquette labélisant, en outre, le code la plante et

de I’échantillon.
Le nombre d’échantillons est donc défini dans le temps et dans 1’espace

Les échantillons ont été constitués de maniere a faciliter, au mieux, d’une part la veérification

des identifications et d’autre part de mettre en évidence des criteres distinctifs végétatifs.

Des investigations préalables de terrain ont permis de constater qu’il était préférable d’opter

pour un échantillonnage aléatoire.

Il. CARTOGRAPHIE :

Afin de présenter une lecture spatialisée des sujets de 1’étude, il convient d’établir des cartes

géographiques.
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Etablir des cartes de situation qui montrent I’endroit de chaque échantillon prélevé avant son

acheminement au laboratoire a permis de créer des repéres sur le terrain.

Détermination de I’indice de végétation :

L'indice le plus connu et le plus utilisé est I'indice de végétation par différence normalisé ou
indice de Tucker (NDVI en anglais) (ROUSE AND HAAS, 1973)

La normalisation par la somme des deux bandes permet de réduire les effets d'éclairement. Le
NDVI conserve une valeur constante quel que soit I'éclairement global, contrairement a la

simple différence qui est trés sensible aux variations d'éclairement.

Les valeurs du NDVI sont comprises en théorie entre -1 et +1, les valeurs négatives
correspondant aux surfaces autres que les couverts vegétaux, comme la neige, lI'eau ou les
nuages, pour lesquelles la réflectance dans le rouge est supérieure a celle du proche infrarouge.
Pour les sols nus, les réflectances étant a peu pres du méme ordre de grandeur dans le rouge et
le proche infrarouge, le NDVI présente des valeurs proches de 0. Les formations végétales quant
a elles, ont des valeurs de NDVI positives, généralement comprises entre 0,1 et 0,7 - les valeurs

les plus élevées correspondant aux couverts les plus denses.

Les étapes de la réalisation de la carte géographique présentant le NDVI sont décrites ci-

dessous :

- Introduire les points GPS piquetés sur le terrain dans la base de donnée universelle des
cartes géographiques.

- Repérer la zone d’étude.

- Télécharger la carte

- Vue générale de la zone d’étude

- Réalisation de la composition colorée

- Choix des bandes (rouge et infrarouge proche)

- Localisation géographique d’échantillonnage

- Superposition des couches

- Calcul du NDVI
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I1l. TRAITEMENT DES ECHANTILLONS :

Les échantillons sont transportés dans des sacs en cellulose, libellés, gardés au frais, et séchés

a I’ombre.
Aprés la validation de la détermination de chaque espéce, des vouchers sont gardés au

laboratoire.

Figure 10 Labélisation et codification des échantillons

Ensuite une labélisation et une codification systématiques sont opérées sur tous les échantillons

afin d’alimenter une banque de donnée et d’assurer la tragabilité des données acquises.
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V. ETUDE DES TRAITS FONCTIONNELS :
Les traits suivants ont été estimés pour chaque échantillon :

Hauteur du I’échantillon

Hauteur de la plus longue branche « hauteur spécifique »
Circonférence de la touffe
- Poids

Trente feuilles ont été pesées puis scannées en vue de déterminer, pour chaque feuille :

L’aspect

La surface

La longueur

La largeur

Le périmétre

Le poids

Ces traits sont etudiés dans le but de déterminer leurs variabilités en fonction des especes ainsi

que pour estimer leurs réponses aux variations des facteurs biotiques et abiotiques.

Les étapes de mesure par un logiciel d’analyse et d’acquisition des images aprés une mise a
I’échelle et un étalonnage spatial, les sujets sombres (feuilles analysées) sont font objets de

mesure des traits mentionnés precédemment.

V. EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES :

V.1. Hydrodistillation

En réponse a la méthodologie exposée ci-dessus ; chaque échantillon subit séparément une

hydrodistillation qui aboutira a I’obtention d’une huile essentielle.

La matiére végétale est introduite dans un ballon avec de 1’eau distillée. La chaleur issue du
chauffe-ballon donne naissance a une vapeur qui passe par le réfrigérant et se condense dans

une burette graduée. Le liquide obtenu représente le distillat. (Cf. Figures 10, 11)
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—— sortie d'eau

condenseur

ballon

entrée
d'eau froide —

chauffe-ballon

Figure 11 Montage d'hydrodistillation

. ampoule a
bécher décanter
solvant ;;}‘ — phase 2
d'extraction
phase 1
solution =
initiale

Oon agite I'ampoule & décanter.
Oon ouvre de temps en temps
le robinet de I"'ampoule afin
d'évacuer la surpression dans
I'ampoule.

erlenmeyer

phase 1

Les huiles essentielles sont en général moins denses que l'eau et surnagent.

Figure 12 Extraction liquide/liquide
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V.2. Extraction liquide-liquide :

Afin de séparer les deux phases organique (huile et solvant) et aqueuse (eau), on utilise I’éther
di-éthylique et pour cela on met le distillat récupéré dans une ampoule & décompter puis on
additionne le solvant cité précédemment, on ferme I’ampoule, on agite et on dégaze. Par la suite
on fixe cette derniére sur un support et on attend jusqu’a ce que les phases a séparer soient bien
distinctes 1’une de I’autre. A ce stade et aprés que le couvercle est enlevé, on récupére chacune

des deux dans son récipient appropriée. (Cf. Figure 11)

V.3. Elimination des traces d’eau de la phase organique :

La phase organique peut toujours contenir certaines traces d’eau et pour les éliminer on ajoute

a cette derniére le sulfate de magnésium anhydre MgSOg puis on filtre a 1’aide du papier filtre.

V.4. Elimination du solvant organique :

Cette derniere étape est réalisée par 1’utilisation d’un évaporateur rotatif et pour cela le liquide
obtenu dans I’étape précédente est transvasé dans un ballon approprié€ puis fixé a ’appareil pour

évaporer le solvant.

A la fin de cette étape on peut alors récupérer notre huile essentielle qui sera par la suite mise

dans des flacons stériles hermétiquement fermées a I’abri de la lumiere et a température basse.

Figure 13 Evaporation rotative
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V.5. Calcul du rendement :

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse d'huile
essentielle obtenue et la masse séche du matériel végétal a traiter (CARRE, 1953. In :
BEKHCHI, 2002).

Le rendement est calculé par la formule suivante :

R (%) =m/mox100

Avec :
R : rendement en H.E exprimée en pourcentage ;
m : masse en gramme de I'HE ;

Mo : masse en gramme de la matiere végetale seche

V1. CARACTERISATION CHIMIQUE PAR GC/MS

L’analyse chimique est effectuée pour chaque huile essentielle en vue d’apprécier la variation
de la composition chimique en fonction des différences inter et intra especes notamment celles

morphologiques, géographigues ou saisonnieres.

Préparation de I’échantillon :

5uL d’huile essentielle sont dilués dans I’hexane (1mL). Le contenant est scellé par un septum

a haute performance.
Conditions analytiques :

Instrument : Perkin EImer Gas Chromatograph Clarus680 coupled to Mass Spectrometer Clarus
SQ 8T.

Une colonne Rtx-5MS (30 m x 0.25 mmID, 0.25 um df, RESTEK, USA) est directement

couplée au spectrometre de masse.

Le gaz vecteur est ’helium (1mL/min).
Température d’injection : 250°C
Température du détecteur : 280°C

Température initiale : 70°C pendant 4 minutes.
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Montée en température : 4°C/min jusqu’a 180°C maintenus 10 minutes. (Kulisic, Radonic,
Katalinic, & Milos, 2004)

Les chromatogrammes obtenus subissent, chacun, plusieurs investigations exhaustives afin

d’identifier les composés organiques isolés.

Cela exige d’abord une intégration du chromatogramme, opération qui permet de déduire I’aire

des pics y figurant.

La comparaison des spectres de masse théoriques avec ceux expérimentaux permettent de

déduire la structure développée des composés en question.

Les résultats de ’analyse chimique sont présentés sous forme d’un tableau dans lequel figurent
les noms de composeés isolés avec leurs proportions, leurs structures et leurs numéros CAS

respectifs.

Figure 14 Chromatographe
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VI1. EVALUATION DU POUVOIR ANTIBACTERIEN :

L’évaluation qualitative du pouvoir antibactérien des huiles essentielles est effectuée par la

technique de I’aromatogramme.

Des colonies jeunes et distinctes provenant de culture pure sont introduites dans I’eau
physiologique stérile et homogénéisées a 1’aide d’un vortex. La suspension bactérienne ainsi

obtenu est ensuite standardisée contre un Mc Farland 0.5.

La densité optique, lue a 600 nm sur un spectrophotométre (modele), doit &tre comprise entre

0.08 et 0.1 pour avoir une charge microbienne équivalente & 108 UFC.

La charge microbienne est ajustée soit en ajoutant de la culture si elle est trop faible soit en

ajoutant de 1’eau physiologique si elle est trop forte.

Apres la standardisation de la charge microbienne, I’ensemencement se fait avant qu’un quart

d’heure ne soit écoulé.

L’ensemencement se fait sur Muller-Hinton, milieu le plus utilisé pour les tests de sensibilité

aux agents antibactériens.

Les disques d'aromatogramme sont confectionnés a partir de papier Wattman n°3, avec un
diametre de 5.5 mm, suivant le diametre de I'emporte-piece.

VII1. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE SUR MICROPLAQUE :

Cette methode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs de radicaux libres,
et se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine (BURITS ET BUCAR, 2000).

Le radical DPPH est souvent utilis¢é comme un indicateur pour tester la capacité de I’extrait a
donner un atome d’hydrogeéne ou un électron et donc I’activité antioxydante (TEPE et al.,

2005).

L’activité antioxydante de différents extraits a éteé testée sur microplaque a 96 puits (HERALD,
GADGIL, TILLEY, & WILEY, 2012).

Les densités optiques sont gratifiées par un lecteur de microplaques BitoTek® ELx800.

Les courbes d’étalonnage sont tracées depuis les lectures expérimentales obtenues par les

lectures des absorbances de la solution référence étant introduite sur la méme plaque.
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Des seéries de dilutions de solutions standard, de contréles positifs et des extraits étudiés ont été

introduites dans le puits de la microplaque.

Les melanges réactionnels en question sont décrits sur le schéma suivant :

1 2 3 4 5 6 7 8 © 10 11 12
BLK CTL1 STD1 STD2 STD3 STD4 STD5 STD6 STD7 STD8 STD9 STD10
A 0,025 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 0,015625 0,0078125 | 0,0039063 | 0,0019531
BLK CTL1 SPL1:1 SPL1:2 SPL1:3 SPL1:4 SPL1:5 SPL1:6 SPL1:7 SPL1:8 SPL1:9 SPL1:10
. 0,025 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 | 0,0015625 | 0,00078125 | 0,00039063 | 0,00019531
BLK CTL1 SPL2:1 SPL2:2 SPL2:3 SPL2:4 SPL2:5 SPL2:6 SPL2:7 SPL2:8 SPL2:9 SPL2:10
c 0,025 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 | 0,0015625 | 0,00078125 | 0,00039063 | 0,00019531
BLK CTL1 SPL3:1 SPL3:2 SPL3:3 SPL3:4 SPL3:5 SPL3:6 SPL3:7 SPL3:8 SPL3:9 SPL3:10
° 0,025 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 | 0,0015625 | 0,00078125 | 0,00039063 | 0,00019531
BLK CTL1 SPL4:1 SPL4:2 SPL4:3 SPL4:4 SPL4:5 SPL4:6 SPL4:7 SPL4:8 SPL4:9 SPL4:10
. 0,025 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 | 0,0015625 | 0,00078125 | 0,00039063 | 0,00019531
BLK CTL1 SPL5:1 SPL5:2 SPL5:3 SPL5:4 SPL5:5 SPL5:6 SPL5:7 SPL5:8 SPL5:9 SPL5:10
£ 0,025 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 | 0,0015625 | 0,00078125 | 0,00039063 | 0,00019531
BLK CTL1 SPL6:1 SPL6:2 SPL6:3 SPL6:4 SPL6:5 SPL6:6 SPL6:7 SPL6:8 SPL6:9 SPL6:10
¢ 0,025 0,1 0,05 0,025 0,0125 0,00625 0,003125 | 0,0015625 | 0,00078125 | 0,00039063 | 0,00019531
H

Figure 15 Schéma du test de I'activité antioxydante sur microplaque
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Résultats et discussion

Dans le présent chapitre, seront exposés les résultats expérimentaux et seront ensuite interprétés

et discutés par rapport aux travaux de recherche antérieurs.

l. ETUDE DES TRAITS FONCTIONNELS :

Les traits fonctionnels choisis pour 1’étude : surface foliaire, périmétre, taille de la feuille,
hauteur, largeur de 447 individus ont été rassemblés dans un tableur qui a servi comme matrice

alimentant la base de données des échantillons.

La figure 16 présente un champ de collecte des images d’un échantillon comprenant trente

feuilles.

'\
¢ Q' N
e § 0\’4
<4tr ).
,ﬁ-'
« <!

Figure 16 Détermination des traits fonctionnels de trente feuilles de la plante T1

L’analyse de la variance est présentée dans les figures 17 et 18.
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Mean Plot of Area grouped by CODE
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Figure 17 ANOVA des surfaces foliaires

Mean Plot of Perimeter3 grouped by CODE
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Figure 18 ANOVA des périmetres
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Pour déterminer si des différences entre les moyennes sont statistiquement significatives, la
valeur de p est comparée du terme au seuil de signification a un intervalle de confiance égal a
95% pour évaluer I'nypothése nulle. L'hypothése nulle veut que les moyennes de population
soient toutes égales.

Les résultats de 1’analyse de la variance, entre autres, montrent que les différences entre les
populations étudiées sont tres significatives, ainsi on peut constater que parmi les échantillons
analysés, trois grand groupes sont ressortis, ce qui est en parfaite cohérence avec 1’identification

morphologique basée sur les clés de détermination décrites par Quezel et Santa.

Ces résultats semblent donner une réponse des essences végétales vis-a-vis des variabilités
biotiques et abiotiques et proposeraient une alternative fiable aux méthodes classiques de

détermination des especes vegétales notamment.(Grassein & De, 2011)
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Figure 19 Carte géographique représentant I'INDV
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RENDEMENT EN HUILE ESSENTIELLE :

Dans le tableau 02 sont présentés les rendements respectifs des trois plantes étudiées dans deux

saisons différentes.

Tableau 2 Rendement en huile essentielle

Plante Saison Rendement %
T1 Hiv 0,76
T1 Print 0,44
T2 Hiv 0,21
T2 Print 0,31
T3 Hiv 0,15
T3 Print 1,63

La différence saisonniere s’avere prononcée pour le cas des plantes T1 et T3 alors qu’elle est

modérée pour la plante T2 pour laquelle les rendements sont presque similaires.

Les rendements des plantes du genre Thymus étudiés et publiés dans la littérature sont

rassemblés dans le tableau 03.

Tableau 3 Rendement en huile essentielle des espéces du genre Thymus cités dans des travaux antérieurs

Plante Rendement (%) | Région Auteurs

Thymus fontanesii 0.9 Djelfa Aglérie (Dob, Dahmane, & Chelghoum, 2006)
Thymus fontanesii 1.9 Sétif in Northeastern Aglérie (Ghannadi, Ebrahim, & Kabouche, 2004)
Thymus fontanesii 2 Mostaganem Algérie (Haddouchi et al., 2009)

Thymus fontanesii 2.440.8 Tarik Ibn Ziad (Aglérie (Sidali, Fauconnier, & Lognay, 2017)
Thymus fontanesii 3.09+0.54 Région nord-ouest de I'Algérie | (Mohammedi, Bachik, , 2010)
Thymus guyonii 0.98+0.01 Sidi Bouzid Aflou - Laghouat | (Faiza, Cherifa, & Mohamed, 2018)
Thymus guyonii 1 Djelfa. Haoues mountain (Abderrezak, & Kabouche, 2014)
Thymus guyonii 15 M'Sila, Aglérie (Zeghib et al., 2017)

Thymus guyonii 2 Zelfana - Ghardaia (Abderrezak et al., 2014)

Thymus pallidus 0.9 Boufekran Meknes - Maroc (Sqalli et al., 2014)

Thymus pallidus 3.5 Agadir - Morocco (Elbouchtaoui et al., 2014)

Thymus pulegioides 0.38/1.11 Argerola( lattari mountains ) (Senatore, 1996)

Thymus broussonetii 1.64 Semlalia Marrakech.Maroc (El et al., 2013)

Thymus maroccanus 1.52 Semlalia Marrakech.Maroc (El et al., 2013)

Thymus satureioides 1.86 Semlalia Marrakech.Maroc (El et al., 2013)

Thymus vulgaris 19-2.1 Beni Idder - Morocco (Zantar et al., 2015)
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Une premiére lecture laisse a déduire que les rendements au sein de la méme espéce changent
d’une maniére significative. Tel que rapporté par les travaux antérieurs, on peut constater que
le rendement peut s’affecter par plusieurs parameétres tels que 1’origine de récolte de 1’espéce,
la période de récolte, I’organe de la plante, la durée de séchage et la méthode d’extraction sont
des facteurs parmi d’autres qui peuvent aussi avoir un impact direct sur les rendements en huile
essentielle ((Russo MT, et al 1998); TONZIBO ,1998 ; (VEKIARI et al 2002.), KAROUSOU
et al., 2005 ; KOUAME, 2012).

IV. COMPOSITION CHIMIQUE DES HUILES ESSENTIELLES :

Les chromatogrammes gratifiés par GC/MS, effectués pour des huiles essentielles extraites de
trois especes appartenant au genre Thymus et identifiées sur la base de leurs morphologies

respectives, sont présentés dans les figures 20 et 21.

a. Composition chimique des huiles essentielles de la saison
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Figure 20 Composition chimique des huiles essentielles de la saison hivernale

L’allure générale de chaque profil chromatographique permet de percevoir une empreinte
particuliere pour chaque espéce étudiée ce qui pourrait constituer un outil fiable d’identification
des plantes se basant ainsi sur des métabolites secondaires considérés alors comme marqueurs

moléculaires spécifiques.
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b. Composition chimique des huiles essentielles de la saison
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Figure 21 Composition chimique des huiles essentielles de la saison printaniéere

Les mémes conclusions sont tirées quant a la composition chimique des huiles essentielles
extraites des plantes cueillies dans la saison printaniere, ceci améne a constater que le
comportement chimique général de chaque plante demeure inchangé avec, cependant, des
différences en termes de présence ou absence de quelques meétabolites secondaire ou encore

dans leurs concentrations respectives.

En conclusion, D’analyse des profils chromatographiques a permis de déduire un

métamorphisme chimique inter et intra espéces ainsi qu’une variabilité phénologique stable.

V. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE :

Cing huiles essentielles ont subi une évaluation de leurs pouvoirs antibactériens respectifs par
la technique de diffusion sur gélose. Le test a été effectué sur sept souches bactériennes entre

Gram+ et Gram-.
Trois plantes et deux saisons ont fait I’objet des tests.

Dans le présent chapitre, sont exposés les principaux résultats expérimentaux de 1’estimation

qualitative de I’activité antibactérienne.

Les diamétres d’inhibition de la croissance bactérienne exprimees en mm sont présentés dans
les tableaux 4,5 et 6.
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Tableau 4 Diametres des halos d'inhibition en mm de I'huile essentielle de la plante T1 par la technique d'aromatogramme

KP MP EF BC STAPH | STYP | E.COLI
T1 Hiver 31,56 | 39,96 | 47,7 64,17 | 55,38 | 49,91 | 19,64
T1 Printemps | 39,83 | 24,34 50,15 | 55,56 | 60,41 | 77,87 | -

Tableau 5 Diametres des halos d'inhibition en mm de I'huile essentielle de la plante T2 par la technique d‘aromatogramme

KP MP EF BC STAPH | STYP | E.COLI
T2 Hiver 53,47 | 33,54 | 41,53 | 254 31,39 31,16 | 21
T2 Printemps | 52,86 | 68,32 | 50,52 40,94 @ 68,15 60,09 | -

Tableau 6 Diamétres des halos d'inhibition en mm de I'huile essentielle de la plante T3 par la technique d'aromatogramme

KP MP EF BC STAPH | STYP | E.COLI
T3 57,37 | 66,12 | 68,48 | 55,43 | 52,62 59,44 | 48,65

Les résultats montrent que les huiles sujettes des tests présentent une activité antibactérienne

vis-a-vis de la majorité des souches testées.

Selon (PONCE et al., 2003) les halos d’inhibition montrent un fort pouvoir antibactérien avec

des diametres dépassant 20 mm.

Ceci améne a constater que 1’action en question est probablement due a la présence de produits
naturels majoritaires dans chacune des huiles essentielles ou encore a I’action synergétique de

tous les composeés y présents.

L’action de la variation saisonni€re, quant a elle, se montre légere et fluctuante notamment pour
le cas de MP, de staph et de styp dont I’effet de 1’huile essentielle de Thymus T2 a doublé au

printemps.

Par contre, pour le cas de Thymus T1 il n’est constaté presque aucune différence dans I’effet de

la variation saisonniére sur le pouvoir antibactérien.

La présence d’une combinaison particuliecre en composés chimiques constituant I’huile
essentielle de Thymus T2 par rapport aux compositions chimiques respectives des autres huiles

¢tudiées serait a I’origine de la variation des effets antibactériens vis-a-vis de T1 et T3 .

Dans le tableau 7. Sont collectés les résultats des études du pouvoir antibactérien des huiles

essentielles des plantes de la présente étude ayant été cités dans la littérature.
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Tableau 7 Résultats des aromatogrammes des huiles essentielles du genre thyms dans les travaux antérieurs

KP E.COLI STYP BC EF MP S.aureus | Référence

_ 20 _ 20-25 _ _ 25-30 F,HADDOUCHI 2009

_ 0 _ _ _ _ 0 T,DOB 2006

17 23 27 B B _ 26 C,BEKHECHI 2007

_ 35,53+0,11 _ _ 36,2610,19 | N,NOBET 2017

_ 24+0,5 _ B B 36+0,3 | A.CHERITI 2013

_ 24+0.5 _ B B _ 36+0.3 | SEKKOUM, K 2014

17 23 27 _ _ _ 26 C.BEKHECHI 2013

52 28 0 _ _ _ 54 KABOUCHE, Z 2005

_ _ _ _ _ _ 31.8+3.3 | BEKKA-HADJI 2016

4612 31 _ 4612 _ 34,6611,53 45+1 B,FAIZA 2018

26,7+0,6 = 27,6+0,4 _ _ _ 30+#1,5 | M,LEHBILI 2013

_ B B B 21,5 a 28,5 A,ZEGHIB 2017
21,5+0,5 13,510,5 24100 _ 40,5+1,5 32,1+1 A. JAMALI, C. 2017

Les resultats obtenus se montrent cohérents avec ceux cités dans la littérature ou tous les
diameétres d’inhibition sont supérieurs a 14mm ce qui permet de juger que I'huile essentielle

des Thymus étudiés a une forte activité antibactérienne vis-a-vis des souches testées.

T2 pourrait étre due a 1°effet synergique de ses composés majeurs, surtout le thymol et le carvacrol

rapportés étre de bons antibactériens (BAYDAR et al., 2004 ; NEJAD EBRAHIMI et al., 2008).

La meilleure activité bactéricide de 1°huile essentielle de T2 pourrait étre due a 1‘effet synergique
de ses composes majeurs : 0-cymeéne (9,69 %), 6-terpinéne (5,73 %), thymol (21,18 %) et carvacrol
(55,60 %). Selon ZANI et al. (1991), certains composés phenoliques de bas poids moléculaire,
comme le thymol et le carvacrol, peuvent, grace a leurs groupes fonctionnels, adhérer aux bactéries
Gram négatif par fixation aux protéines et aux lipopolysaccharides membranaires et rendre, ainsi,
la membrane intérieure plus vulnérable. (JUVEN et al., 1994 ; HELANDER et al., 1998; ULTEE
et al., 1999) rapportent que le thymol et le carvacrol, qui sont les composés majoritaires
prédominants de I‘huile essentielle de T2, entrainent des perturbations de la membrane bactérienne,
conduisant a la fuite de 1°ATP intracellulaire et les ions potassium entrainant, en fin de compte, la
mort cellulaire. Ce qui explique bien l‘effet antimicrobien de ces deux composés phénoliques

rapporté par plusieurs auteurs (BAYDAR et al., 2004 ; NEJAD EBRAHIMI et al., 2008).
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Résultats et discussion

VI. ACTIVITE ANTIOXYDANTE :

Les résultats du test de I’activité antioxydante montrent que I’huile essentielle testée est douée
d’un pouvoir antioxydant qui semble étre considérablement important par rapport aux standards

testés.

L’activité antioxydante de I’huile essentielle serait probablement liée aux composants
majoritaires une étude de (TANG, S., etal 2001) ont signalé les deux composées en l'occurrence
le limonéne et le B-Pinéne ont présenté des propriétés importantes.

Le limonene est un monoterpéne utilisé comme agent aromatisant des aliments. Il est prouvé

que les monoterpenes possédent une activité antioxydante (ROBERTO, D., et al. 2010).

Les résultats demeurent néanmoins fluctuants, ce qui requiert la validation des résultats du test

utilisé par ceux issus de test de DPPH conventuel.
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CONCLUSION



CONCLUSION :

Le présent travail a visé la détermination du traits fonctionnels, le rendement, la composition
chimique, les propriétés antibactériennes et antioxydantes des huiles essentielles de trois plantes

du genre Thymus de la steppe du sud algérois.

Les résultats obtenus indiquent que le rendement d’extraction des huiles essentielles par

hydrodistillation varie entre 0,1 et 1,63%.

L'étude des plantes a montré qu'il y avait une relation entre les traits fonctionnels et les

variabilités saisonnieres et géographiques.

L’analyse de la composition chimique par la GC/MS a permis d’identifier comme produits
majoritaires : le carvacrol, le thymol méthyl éther et le thymol ainsi que d'autres composeés

comme le p-cyméne, linalool, y-terpinene,a-terpinéol, le camphre et le bornéol.

Les huiles essentielles des trois plantes étudiées sont des antibactériens naturels, mais avec des
différents degrés d'efficacite selon I'espece et la bactérie testée. Elles peuvent étre une source
trés importante de constituants pharmaceutiques utilises pour eéradiquer les infections

dermiques et d'autres maladies.

L’étude de I’activité antioxydante a concerné les trois plantes étudiées. Cette étude du pouvoir
réducteur par la méthode de DPPH a confirmé les puissantes propriétés que possedent les

essences des plantes étudiees a piéger les radicaux libres.

L’utilisation des propriétés antioxydantes de ces huiles essentielles dans les domaines de

I’industrie alimentaire, pharmaceutique et cosmétique semble, de ce fait, Etre possible.
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La présente étude a porté sur la caractérisation chimique par GC/MS et I’évaluation des pouvoirs antibactériens et antioxydants des
huiles essentielles de trois espéces du genre Thymus poussant a 1’état spontané dans la steppe du sud algérois.

La variabilité morphologique et phénologique des traits fonctionnels des plante sujettes de I’étude a été étudiée durant deux saisons.
Les rendements en huile essentielle varient de 0.1% jusqu’a 1.6%.

Les résultats montrent qu’il existe une relation entre les traits fonctionnels des plantes étudiées et les variabilités saisonniéres et
géographiques.

L’analyse chimique révele que les produits majoritaires les plus abondants sont le carvacrol et le thymol méthyl éther.

L’évaluation de I’activité antibactérienne vis-a-vis de sept souches de référence se montre importante contre quasiment la totalité
des bactéries testées.

Les huiles essentielles extraites sont toutes douées d’une activité antioxydante importante.

Mots clés : Thymus / traits fonctionnels / huile essentielle / GC-MS / activité antibactérienne / activité
antioxydante

ABSTRACT

The essential oils obtained from areal parts of three species belonging to Thymus genus were evaluated for their chemical
composition, antibacterial and antioxidant activities.

Morphological and phenological variablity were studied in two seasons.

Essential oils yields varied from 0.1% to 1.6%.

Results showed that functional traits of studied plants had a strong relation with seasonal and geographical variability.
GC/MS analyses revealed that main and abundant compounds were carvacrol and thymol methyl ether.

All essential oils were very effective against tested bacterial strains.

Antioxidant activity of obtained extracts was very significant.

Keywords: Thymus / functional traits / essential oil / GC-MS / antimicrobial activity / antioxidant activity
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