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Introduction

Introduction :

Depuis I’antiquité, I’homme s’est appuyé sur la nature pour subvenir a ses nécessités de base
a savoir la nourriture, I’habillement, 1’abri et également pour ses besoins médicamenteux. En
effet, la plupart des moyens découverts pour soigner et soulager les maux sont d’origine

végétale (1).

L'utilisation des plantes par I'étre humain pour leurs propriétés médicinales remonte aux plus
hautes antiquités. Elle trouve ses origines dans les plus grandes civilisations de I'Orient et de
I'Occident, ainsi les sumériens, les égyptiens, les chinois et les indous possédaient toute une
panoplie de remedes a base de plantes(2)(3). On trouve la premiére trace de cet usage sur un

morceau de papyrus égyptien, daté de 1 500 av. J.-C. ainsi qu'a Sumer.

Dans les ruines de Nippur, on a retrouvé une tablette d’argile écrite en caractéres cunéiformes
par un médecin sumérien qui vivait vers la fin du Ille millénaire av. J.-C. Sur cette tablette, il
a rassemblé ses prescriptions les plus précieuses. Ce document est considéré comme le plus

vieux manuel de médecine au monde (4).

La phytothérapie continue & étre utilisée partout dans le monde. Dans les pays en voie de
développement, il est estimé qu’entre 70 et 95% de la population utilisent les plantes
médicinales pour les soins primaires du fait de leur réelle efficacité (5). Le regain d'intérét aux
plantes médicinales et leurs extraits telles les huiles essentielles, vient essentiellement d'une
prise de conscience des malades et de leur désir profond de revenir aux moyens naturels et
efficaces. Elles offrent ainsi un espoir de guérison des maladies contemporaines et nécessitent
un approfondissement sur les connaissances des nouveaux produits phytothérapiques. Le
malade tend de plus en plus a fuir les substances chimiques pour éviter les effets délétéres

qu’elles peuvent induire (6).

Aujourd’hui, on estime que les principes actifs provenant des végétaux représentent environ
25% des médicaments prescrits. Soit un total de 120 composés d’origine naturelle provenant
de 90 plantes différentes. En Afrique, prés de 6377 especes de plantes sont utilisées, dont plus
de 400 sont des plantes médicinales qui contribues pour 90% du traitement médical. Jusqu’en
2004, on a estimé que pres de 75% de la population africaine ont toujours recours aux plantes
pour se soigner. De plus ce type de soin est considéré souvent comme faisant partie de la

médecine douce (7).

-
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La région méditerranéenne, en dépit de sa localisation dans une zone tempérée, possede des
zones biogéographiques parmi les plus rares au monde et une biodiversité de premiére
importance avec beaucoup de plantes d’intérét thérapeutique. Prés de 25.000 espéces sont
présentes, ce qui correspond a 9.2% des espéces identifiées sur un territoire représentant
seulement 1.5% de la surface terrestre et un pourcentage trés élevé de ces dernieres sont
endemiques (8). En Algérie les gens faisaient toujours appel a la phytothérapie, ce qui a
permis le maintien d’une tradition thérapeutique vivante en dépit du développement

spectaculaire de la médecine moderne.

L’aromathérapie fait partie d’un patrimoine végétal qu’il faut préserver et protéger. Les huiles
essentielles provenant des plantes aromatiques et médicinales possedent un tres large spectre
d’action et sont utilisées dans plusieurs pathologies grace a leurs effets pharmacologiques,
notamment : antispasmodiques, carminatifs, hépato-protecteurs, antiviraux, anticancéreux,

antioxydants et anti microbienne tres importante dans diverses thérapies (9).

Pour parvenir & une amélioration de cette medecine traditionnelle, Les investigations
phytochimiques doivent étre faites, afin d’apporter une justification scientifique quant a

[’utilisation traditionnelle des substances naturelles.

Ce travail de mémoire de fin d’étude est alors réalis€¢ pour valoriser les extraits végétaux
aromatiques (les huiles essentielles) de deux plantes aromatiques et médicinales de la famille
de lamiacée de la région de Tlemcen: Thym (Thymus ciliatus) et 1’Origan (Origanum
vulgare) tres utilisées par la population locale a des fins thérapeutiques et culinaires et

d’étudier leurs activités antioxydante et antimicrobienne.
Ce mémoire est divisé en trois parties :

La premiére partie aborde une étude bibliographique en la matiere subdivisée en deux
chapitres : le premier chapitre donne des approches sur la phytothérapie, I’aromathérapie et

les huiles essentielles. Le deuxiéme chapitre est réservé a la description des plantes étudiées.
La deuxiéme partie illustre le matériel et les méthodes utilisés.

La troisiéme partie est consacrées a la présentation et la discussion des résultats obtenus.

Enfin, cette étude s’achéve par une conclusion générale et des perspectives pour le futur.
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Chapitre I :Phytothérapie et aromathérapie

I. Phytothérapie

I.1. Définition de la phytothérapie

Le mot "phytothérapie” se compose étymologiquement de deux racines grecques : "phuton” et
"therapeia™ qui signifient respectivement "plante” et "traitement™(10). La Phytothérapie avant
tout se définit comme étant une discipline allopathique, fondée sur I’utilisation thérapeutique
de la plante médicinale, qui est basée sur des connaissances issues de la tradition. Elle est
destinée a prévenir ou a traiter certains troubles fonctionnels mineurs ou certains états

pathologiques au moyen de plantes, de certaines parties ou de préparations (10).

L’utilisation des plantes se fait par ingestion interne ou application externe sous la forme de

tisanes, gélules, alcoolats et teintures, d’extraits ou huile fixe ou essentielle.

Les plantes comportent un certain nombre de constituants qui se potentialisent et
s’harmonisent, constituant le totum de la plante, a I’inverse de 1’allo-thérapie qui concentre

une seule ou quelques molécules en quantité importante.

On distingue deux types de phytothérapies :
= Une pratique tres ancienne, basée sur [l'utilisation des plantes selon les vertus
découvertes empiriquement. Selon I'OMS, elle est considérée comme une médecine
traditionnelle et encore massivement utilisée dans les pays en voie de développement.
C'est le plus souvent une médecine non conventionnelle, du fait de I'absence d'études

cliniques (11).

= La seconde forme existante est la phytothérapie clinique. elle prend naissance avec le
Docteur Valnet, médecin et chirurgien des armées (1920-1995), qui a réhabilité dés
1948 les traitements naturels, en définissant plus particulierement et scientifiquement le
pouvoir thérapeutique des huiles essentielles (12).Puis le docteur Duraffourd a suivi ses
traces et a permis de passer de la phytothérapie a 1’endo biogénie. Elle est basée sur des
principes scientifiques, d'expérimentation et humains d'individualisation permettant de

diminuer la souffrance et les maux (13).

Nous pouvons certifier que la phytothérapie devrait figurer en bonne place dans notre arsenal
thérapeutique quotidien, sans que cela soit considérée comme une pratique marginale ou

dépassée.
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Naturellement, le médecin phytothérapeute peut prescrire toute molécule de synthése qu’il
estime utile et nécessaire a la guérison de son patient (14), mais il le fera avec discernement

et & bon escient, en évaluant au mieux le rapport bénéfice/ risque.

L’avantage majeur de la phytothérapie est I’exceptionnelle tolérance des plantes médicinales,
si elles sont choisies soigneusement en respectant les indications, contre-indications et en
tenant compte des éventuelles interactions. Il permet ainsi d’éviter les effets secondaires, les
effets rebonds, de rétrocontréles négatifs et de dépendance fréquemment rencontrés avec les

médicaments de synthése (15).

Enfin il est primordial de préciser que connaitre une plante, c’est aussi étre conscient de ses
dangers et les limites de son utilisation car la phytothérapie n’est pas une technique
anodine(15).

I.2.Métabolites secondaires des plantes dans la découverte des médicaments

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base : acides
nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides. Les plantes produisent, en plus, un
nombre trés important de composés qui ne dérivent pas directement de la photosynthése, mais
résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composeés sont appelés métabolites

secondaires (16).

Ces derniers constituent un ensemble de molécules qui ne sont pas strictement indispensables
a la survie d’une plante, d’une bactérie ou d’un champignon.

Il s’agit majoritairement de molécules de taille et de masse faibles comparées aux molécules
du métabolisme primaire (glucides, lipides et acides aminés). Elles sont la source d’odeurs
jouant un role a la fois attractif et répulsif envers les prédateurs (concurrents écologiques); et

de pigments permettant de capter et de protéger la plante du rayonnement solaire.

Ils sont également d'un intérét en raison de leur utilisation comme colorants, fibres, colles,
huiles, cires, agents aromatisants, des medicaments et des parfums, et ils sont considéres
comme des sources potentielles de nouveaux medicaments naturels, des antibiotiques,

insecticides et les herbicides (17).

Ces derniéres années, leur réle comme conservateur des produits alimentaires est devenu un

domaine de plus en plus important de la recherche en nutrition humaine.
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En outre, lls peuvent avoir des effets favorables dans la prévention de cancers et de
nombreuses maladies chroniques, tels que les maladies cardiovasculaires et le diabéte de type
I1, qui touchent les populations a une fréquence croissante et inquiétante.
Basés sur leurs origines biosynthétiques, les métabolites secondaires des plantes peuvent
étre divises en trois grands groupes (1):

- Flavonoides et composes phénoliques et polys phénoliques.

- Terpenoides.

- Alcaloides et composes soufrés.

I1. Aromathérapie

L’histoire de I’aromathérapie se divise en quatre grandes périodes durant lesquelles le savoir
autour des plantes a essence et de leur usage s’est affinée.

Au départ, les plantes aromatiques étaient utilisées telles quelles, introduite dans
I’alimentation, macérées, infusées ou décoctées. La relation entre leurs vertus thérapeutiques

et leur caractére aromatique n’était pas encore établi.

Lorsque I’intérét thérapeutique des substances odorantes a été envisagé, leurs utilisations ont
évolué, les plantes étaient alors brulées, macérées ou infusées dans des huiles végétales. Plus
tard I’invention de la distillation a permis d’extraire les substances aromatiques, le concept «
huile essentielle » est né. Mais c’est la fin du XIXéme siécle qui marque les débuts de
I’aromathérapie moderne.

I1.1. Définition de I’aromathérapie
Le mot « aromathérapie » vient du latin aroma, « aromate » et du grec therapeia,«traitement».

L’aromathérapie se fonde sur des connaissances botaniques précises. Elle correspond, a
’utilisation de la seule fraction aromatique des plantes afin de parfumer, prévenir ou soulager
des symptomes d’ordre physique ou nerveux. Elle se différencie de la phytothérapie qui elle,
utilise I’ensemble de la plante. C’est une “bio-chimio-thérapie” naturelle qui se base sur la
relation existant entre les composants chimiques des huiles essentielles et les activités

thérapeutiques qui en découlent (47).

L’aromathérapie scientifique ou aromatologie est I’étude des huiles essentielles. Il s’agit
d’une science qui recourt a une méthodologie rigoureuse et repose sur des données

scientifiques solides, prouvées par la clinique et par de nombreux tests en laboratoire.
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C’est une thérapeutique naturelle de qualité, tres efficacité et qui compléte treés bien toutes les

autres approches alternatives ou allopathiques (47).
11.2. Historique de ’usage des plantes aromatiques

Soigner avec les plantes aromatiques est I'une des techniques empiriques ou I'homme utilisait

des plantes entiéres en infusion , cataplasme, macération et décoction (18).

Plus tard en Inde , Chine , et Egypte , on arriva suite a des recherches a tirer les principes

aromatiques des plantes (19).

Au moyen orient les sumériens utilisaient (fenouil , ail, et le pin ) comme traitements , et
dailleurs plus tard en 1973 , on retrouva une plaque en argile prés d 'Alep , qui a été
considérée comme le 1 er manuel de médecine au monde , montrant que les médecins
utilisaient des substances animales (lait , peau de serpent , écailles de tortures ), minérales et

vegétales (myrte et thym )(20).

Par ailleurs, I'embaumement des pharaons était a base de mélange d'huiles aromatiques de
cedre et basilic (21)(22), aussi le médecin Imohtep (2778 av JC ) du pharaon Djoser , utilisait

I'ail , cannelle , cardamome et cumin pour ses traitements (23).

En Inde on retrouve la médecine ayurvédique faisant intervenir maintes plantes aromatiques

dans les bains et les massages.

Ainsi que le chanvre indien qui était déja utilisé par susruta pour son effet anesthésiant2000
ans av JC (23) , en Chine ont été publiés des traités de médecine répertoriant les plantes
médicinales aromatiques telle que 1’anis , cannelle gingembre et curcuma , par le médecin
érudit et empereur Chen-Nong (2800 av JC)(23).

En Gréce on se servait des HE pour la parfumerie , par la suite Hippocrate rassembla toutes
les connaissances médicales dans le livre des aphorismes listant prés de 230 plantes et
expliquant leur observations médicales , puis Aristote avec 500 plantes et enfin Théophraste

avec son livre (Historia Plantarum ) (20).

A Athénes, Hippocrate lutta contre les épidémies, et tout particuliérement contre la grande
peste qui ravagea la ville, en faisant briler de la lavande, du romarin, de 1’hysope et de la
sarriette (20). Plus tard, une utilisation plus systématique des ardbmes se développa en Gréce,

tout particuliérement sous forme de massage (34).
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Les romains a leur tour s'intéressérent aux HE et épices , a cette époque les bains aromatiques,
lotions et cremes parfumeées étaient d'usage courant a Rome comme nous I’indique 1’Histoire
naturelle universelle de Pline 1’Ancien (24). Dioscoride, médecin du ler siécle apr. J.-C.,

dresse dans son « De Materia medica » I’inventaire de 519 especes de plantes (25).

Cependant, les arabes sont les vrais fondateurs de 1’aromathérapie qui, avec 1’invention de
I’alambic et le serpentin ont évolué la technique de la distillation et ont monopolisé le marché
des huiles essentielles pour plusieurs décennies(26). Avicenne (980-1037), produit la
premicre huile essenticlle pure, I’huile essentielle de Rosa centifolia, et en décrit de
nombreuses autres dans le « Canon de la médecine ». Ibn khaldoun, pour sa part, donne
plusieurs détails techniques sur 1’art de la distillation a feu nu et sur la fabrication de sucs

végétaux et des huiles par pression (26).

A la fin du XVIéme siécle, les propriétés thérapeutiques de plus d’une centaine d’huiles
essentielles sont connues. De nombreuses préparations sont préparées et utilisées a des fins

préventif et thérapeutique.

Malgré leur intérét, les huiles essentielles ont vu leur usage tomber en désuétude jusqu’a la fin

du X1Xeéme siécle (27).

11.3. L’apparition de I’aromathérapie moderne

L'aromathérapie moderne est apparue a partir des année 1880 avec la progression et
I'évolution des méthodes chimiques qui ont contribué a I’isolement des composants des huiles

essentiels, utilisés a des fins thérapeutiques (28).

Plusieurs travaux ont été faits, vient en premier celui de Koch en 1881 sur I’huile essentielle
de térébenthine, puis celui de Michel en 1883 sur le pouvoir bactéricide du thymol,
Chamberland 1887 et Cadéac et Meunier 1888 sur les propriétés antiseptiques des huiles

essentielles d’origan, cannelle et de girofle (28).

Cependant, le mot aromathérapie est un néologisme (ou I'aromathérapie est un nouveau mot)
inventé en 1928 par le chimiste "René-Maurice Gattefossé”, un pharmacien francais. Ce terme
servira de titre d’un ouvrage publi¢ en 1937, dans lequel sont décrites les relations structure-

activité des composantes aromatiques (28).
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En 1918, I’intérét de Gattefossé dans le domaine s'est présenté apres que ce dernier se brilait
la main a cause d'une explosion dans son laboratoire. 1l a eu alors le réflexe de faire plonger

sa main dans un récipient contenant I'huile essentielle de Lavande vraie (29)(30).

Le reésultat était satisfaisant, un soulagement immédiat et une cicatrisation de la plaie d'une
rapidité deconcertante. C'est pour cette raison qu'il va consacrer de longues années de
recherche a 1’étude des propriétés des huiles essentielles (31). Aprés une décadence vers les
années cinquante du au développement des drogues modernes, il a fallu attendre jusqu’a 1960
pour que le "Docteur Jean Valnet" reprenne les travaux de Gattefossé et publie des ouvrages
de référence. Il crée la Société francaise de phytothérapie et d’aromathérapie, aprés avoir
utilisé copieusement les plantes pendant la guerre d’Indochine en tant que chirurgien
militaire(30).

Tous deux —Gatefosse et Valnet- sont considérés comme les péres de l'aromathérapie

moderne.

A partir des années 1970, quelques avancées scientifiques et thérapeutiques sur les huiles
essentielles, démontrées par des chercheurs et des médecins (tels que Valnet, Belaiche,
Duraffourd, Sevelinge, Pellecuer, Penoél, Franchomme, Mailhebiau, etc.), ont permis a
I’aromathérapie de se loger en tant que médecine de 1’avenir et de sortir de son image
d’utilisation issue de la tradition. Les chercheurs ont voulu lui donner une valeur scientifique
en etudiant la composition des huiles essentielles et en attribuant aux molécules qu’elles

contiennent des propriétés thérapeutiques (32).

I11. Huile essentielle

I11.1. Historique

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a I’évolution des civilisations.
Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours
occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et dans les

préparations culinaires.

Les premiéres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles H.E datent de
I’an3000 avant J.C (33). Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la

civilisation humaine depuis ses premiéres geneses.
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En Egypte, l'utilisation de baumes et résines aromatiques remonte a I'époque des pharaons :
embaumement, momification et divers autres usages. Les grands prétres et médecins
égyptiens ont transcrit leurs connaissances sur des papyrus et leur savoir, a constitué le
fondement de I'aromathérapie. Les connaissances égyptiennes ont été diffusées par les

médecins grecs de la Rome Antique et par Hippocrate.

L’¢étape byzantine de la civilisation a permis I’instauration des bases de la distillation et, avec
I’ére arabe de la civilisation, I’huile essentielle devient un des principaux produits de
commercialisation internationale. Ainsi, vers I’an mille, Avicenne, médecin et scientifique
persan, a défini précisément le procédé d’entralnement a la vapeur. L’Iran et la Syrie

deviennent les principaux centres de production de divers types d’extraits aromatiques (34).

Le premier récit authentique écrit sur la distillation I'huile essentielle est attribué a Villanova,
médecin catalan, entre 1235 et 1311 c’est a partir du 13eme sieécle que les HE ont été
introduites dans les pharmacies et leurs effets pharmacologique décrits dans les
pharmacopées les pharmacopées mais leur utilisation ne semble pas avoir été trés répandue en

Europe qu’au début du 16eme siécle a Londres (35).

Au 17eme siecle, selon le médecin francais Du Chesne, la préparation d'huiles essentielles

était bien connue et les pharmacies stockaient environ une vingtaine d’huiles différentes.

A la fin du 18eme siécle et depuis la colonisation de I'Australie, I'utilisation de I'huile d'arbre &
thé a des fins médicales a été documentée, mais il est probable qu'elle a été utilisée par les
Australiens indigénes avant cette date (36).

Les premiers essais expérimentaux sur les propriétés bactéricides des vapeurs d'huiles

essentielles ont été réalisés par De la Croix en 1881 (37).

Dans I’histoire moderne, les vertus thérapeutiques des huiles essentielles occupent une place
de plus en plus importante. En 1928 le chimiste francais René-Maurice Gatte fosse a utilisé le
terme aromathérapie pour décrire les propriétés curatives des huiles essentielles lorsqu’il a
découvert par accident que la lavande a guéri une brilure a sa main. En 1964 le docteur
francais Jean Valunet a connu du succés en traitant des patients en medecine et en psychiatrie.
(38)(39).

Toutefois, au cours des 19eme et 20eme siecles, l'utilisation d'huiles essentielles en
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médecine progresse et depuis, l'aromathérapie en tant que médecine naturelle
complémentaire, n’a cessé de gagner du terrain face au «tout chimique» et devient une

pratique secondaire par rapport a leur utilisation pour leurs propriétés organoleptiques(40).

I11.2. Définition et caractéristiques des huiles essentielles

L’huile essentielle appelée encore « essence » ou « essence aromatique végétale » est definie
comme "un produit obtenu a partir d'une matiére vegétale, soit par entrainement a la vapeur
d'eau, soit par des procédés mecaniques, soit par distillation & sec. L'huile essentielle est
séparée de la phase aqueuse par des procedes physiques” AFNOR NF T 75-006 (AFNOR,
1980).

Selon AFNOR, il faut utiliser le terme « essence » alors que la pharmacopée francaise et la
pharmacopée européenne utilisent le terme « huile essentielle ». C’est ce dernier terme qui a
été retenu par les spécialistes en pharmacognosie. Contrairement a ce que suppose la
dénomination, (41), AFNOR NF T 75-006 (AFNOR,1980).

L’HE est une substance complexe qui contient des molécules aromatiques dont 1’action
bénéfique sur la santé est etudiée et mise en pratique par I’aromathérapie. Elles combinent des
molécules tres variées qui se composent généralement de molécules a squelette carboné de 10
C a 15 C (en moyenne une centaine de molécules différentes pour une seule essence :
terpénes, cétones, alcools, esters, aldéhydes...) (42).

Les HE sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles, ce qui les différencie
des huiles dites « fixes ». Leur densité est en grande majorité inférieure a celle de I’eau. Pour
autant quelques HE font exception cette régle. C’est le cas du sassafras, du girofle et de la
cannelle (43).

Elles sont huileuses, mais non grasses et s’évaporent facilement. Chaque HE est unique et se
caractérise par une odeur, une couleur, une viscosité et des propriétés spécifiques. Elles sont

un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée (44).

Elles sont solubles dans 1’alcool et dans tout type de corps gras (liposolubles). Les HE sont
entrainables a la vapeur d’eau, mais trés peu solubles dans 1’eau. Pour autant une fraction des
composants des HE se solubilisent dans 1’eau ce qui permet d’obtenir « les eaux florales » ou«

eaux distillées végétales » (42).
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Le terme « huile » revient a leur nature lipidique, leur immiscibilité avec 1’eau et leur
solubilité dans les solvants organiques. En outre, le terme « essentielle » provient du fait que
ces huiles représentent le sang vital de la plante et agissent comme son systeme immunitaire.

Ces huiles sont si essentielles a la plante qu’elle ne pourrait pas survivre sans elles (40).

Pour étre de qualité optimale, une huile essentielle doit étre 100% naturelle (c'est-a-dire non
dénaturée par des molécules de synthese chimique), 100% pure (c'est-a-dire non mélangée
avec d’autres huiles essentielles ayant des caractéristiques proches) et 100% intégrale (c’est-a-
dire que le distillateur aura recueilli la totalité des molécules contenues dans la matiere

végétale distillée). La détermination du chémotype permet de le garantir (45).

I11.3. Importance économique des huiles essentielles

L'utilisation d'HE pour la parfumerie, d'additifs dans les confiseries alimentaires, ainsi que de
produits pharmaceutiques et cosmétiques est une tendance croissante du marché (3% chaque
annee).

Une augmentation rapide a été observée dans le nombre de produits dérivés des huiles
essentielles. L'industrie cosmétique utilise de nombreuses herbes et épices dans la fabrication
de crémes pour la peau, de baumes, de shampooings, de savons et de parfums. Les huiles
essentielles sont également utilisées par les entreprises de boissons gazeuses et les entreprises
agroalimentaires et elles ont occupé une place importante dans l'industrie des médicaments

tout au long du XXe siecle (46).

Leur utilisation en tant que produits d’aromathérapie, systemes de médicaments traditionnels
et systtmes complémentaires de médicaments est en augmentation constante aux Etats-Unis,
en Europe, en Afrique et dans les pays asiatiques. Les principaux composants de cette
industrie valant des centaines de millions de dollars sont les produits pharmaceutiques, les
suppléments  médicinaux et les sociétés  spécialisees dans les  produits
nutraceutiques(47)(48)(49).

L’énorme production d'HE (> 70 000 tonnes par an) est atteinte principalement par les
principaux cultivateurs et producteurs comme les Etats-Unis, Brésil, Inde et Chine. De méme,
I’Australie, la Malaisie, I’ Indonésie, Thailande, Sri Lanka, Afrique du Sud, Afrique, Egypte,
France, Espagne, I’Italie, I'Allemagne, la Russie, le Népal, le Bangladesh et le Pakistan sont
les importants contributeurs a la production mondiale de HE. Par exemple, vétiver / khus,

huiles de girofle, citronnelle, basilic et céleri sont principalement produites en Inde, Espagne
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et en France sont les principaux producteurs de rose-marie obtenue de R.officinalis. Le
géranium et la rose géraniums sont obtenus a partir de Pelargoniumsp. Qui sont originaires
d’Afrique. L’huile de thé d’Australie et du Sud du Pays de Galles et la lavande d’Europe en
sont d’autres exemples. Il n’est pas surprenant que ces pays représentent également le

principal marché pour les OE (50).

Environ 300 HEs sont considérés comme trés importants d’un point de vue commercial(51).
Les huiles essentielles ayant la plus forte production et valeur marchande dans le monde
pouvant étre mentionnées, huile d’orange (C. sinensis), menthe de mais (Menthaarvensis),
menthe poivrée (Menthasp.), Eucalyptus (E. globulus), citronnelle (Cymbopogonsp.),
Citronelle (C. limon), de girofle (S. aromaticum) et de camphre (C. camphora). Viennent
ensuite le basilic, la lavande, la sauge, le thym, camomille, absinthe, coriandre, fenouil, aneth,

céleri, anis, huiles de jowan et de cumin (48)(50).

La valeur marchande de ces huiles peut varier en fonction du matériau source, de la pureté, de
la composition et de nombreux autres facteurs. Cependant, en régle générale, le codt de I'huile
d'anis et de I'nuile de coriandre est estimé a environ 45 a 70 dollars le Kg. Comparativement,
les huiles de calendula, de thym, d’aneth et de sarriette peuvent colter trés cher (c’est-a-dire

plus de 250 $ le Kg de poids de I’huile) (52).

Bon nombre d’entre elles pourraient étre utilisées dans 1’industrie des médicaments. En
particulier, les HE obtenus a partir de plantes appartenant a des familles Apiaceae, Lamiaceae,
Myrtaceae, Poaceae, Rutaceae sont importantes du point de vue des applications

médicinales(53).

En dehors de celles-ci, quelques autres familles telles que les Cupressaceae, les Hypericaceae
(Clusiaceae), les Fabaceae (également connues sous le nom de Leguminosae), les Liliaceae,
les Pinaceae, les Piperaceae, les Rosaceae, les Santalaceae et les Zygophyllaceae présentent
un potentiel considerable. 1l est nécessaire d'explorer les HE des membres de ces familles a

des fins diverses, notamment en ce qui concerne les propriétés médicinales (53).
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Tableau I: La production des huiles essentielles dans le monde

Huiles essentielles

Production (Tonnes)

Principaux pays producteurs

Huiles d’oranges 51000 USA. Brésil. Argentine
Huiles du citron 9200 Argentine. Italie. Espagne
Huiles de ’eucalyptus 4000 Chine. Inde. Australie. Afrique
du sud

Huile de la menthe poivrée 3300 Inde. USA. Chine
Huile du clou de girofle 1800 Indonésie. Madagascar
Essence de la citronnelle 1800 Chine. Siri Lanka
Huile de la menthe verte 1800 USA. Chine
Huile du bois de cedre 1650 USA. Chine
Huile de la lavande 1100 France
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Figure 1:production mondiale des 13 plus importantes HE (en tonnes)(54).

I11.4. Principaux domaines d’application

En raison de leurs diverses propriétés, les HEs sont devenues une matiére d’importance

économique considérable avec un marché en constate croissance en effets elles sont
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commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels comme en
pharmacie pour le pouvoir analgésique antiseptique antispasmodique apéritif antidiabétique
en alimentation par leur activités anti-oxydante et leur effet aromatisant en parfumerie et en

cosmeétique pour leur propriété odoriférante.
» Aromathérapie

L'aromathérapie est une forme de médecine alternative dans laquelle les HEs ont une grande
importance car elles induisent de nombreux effets curatifs. Ainsi elles s'utilisent de plus en
plus dans diverses spécialités médicales telles que : la podologie, 1’acupuncture, la masso-

kinésithérapie, 1’ostéopathie, la rhumatologie ainsi que dans I'esthétique. (55)
» Agro-alimentaire

En vertu de leurs propriétés antiseptiques et aromatisantes , les HEs sont employées
quotidiennement dans les préparation culinaires (ail, laurier, thym,..).Elles sont également trés
prisées en liquoristerie (boisson anisées ,kummel )et en confiserie (bonbons ; chocolat ).Leur
pouvoir antioxydant leur permet de conserver les aliments en évitant les moisissures,

conservation du smen par exemple par le thym et le romarin (56).
» Cosmétologie et parfumerie

Les HEs sont recherchées dans l'industrie des parfums et des cosmétiques en raison de leurs
propriétés odoriférantes. L’industrie de la parfumerie consomme d'importants tonnages
d'essences (60 %) en particulier celle de rose, de jasmin ,de violette, de verveine,...Les HES
sont aussi consommeées en cosmétologie pour parfumer les produits cosmétiques : les
dentifrices ,les shampoings, les cremes solaires ,les rouges a lévres, les savons etc. .... Les
produits d'hygiene, détergents et lessive par exemple, consomment eux aussi beaucoup d'HES

pour masquer les odeurs (souvent peu agréables) des produits purs (57).
» Pharmacie

Les essences issues des plantes sont utilisées en grande partie dans la préparation
d'infusion(menthe, verveine, thym) et sous de préparation galéniques .Plus de 40% de
médicaments sont a base de composants actifs de plantes, par exemple gastralgine est un

digestif antiacide qui se compose d'HEs de carvi (58).

-
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I11.5. Origine et localisation des huiles essentielles

Toutes les parties des plantes aromatiques, tous leurs organes végétaux, peuvent contenir de

I'huile essentielle.

e Les fleurs : oranger, rose, lavande ; le bouton floral (girofle) ou les bractées

e Les feuilles: eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et
sapin;

e Les organes souterrains: racines (vétiver, angelique), rhizomes (gingembre, acore) ;

e Les fruits: fenouil, anis, épicarpes des Citrus ;

e Les graines : noix de muscade ;

e Le bois et les écorces: cannelle, santal, bois de rose.

La synthése et I’accumulation des HE sont généralement associées a la présence des tructures
histologiquement spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante
On retrouve par exemple (43):

e les cellules a huiles essentielles : chez les Lauracées et les Zingiberacées

e les poils sécréteurs : chez les Lamiacées

e les poches sécrétrices : chez les Myrtacées et les Rutacées

e les canaux sécréteurs : chez les Apiacées et les Astéracées.

Elles ont vraisemblablement un réle défensif : protection du bois contre les insectes et les

champignons, action répulsive contre les animaux herbivores.

La concentration dans les plantes est en général faible, aux alentours de 1 a 2% voire moins,
mais il y a des exceptions comme le clou de girofle avec 15% d'huile essentielle ou la noix de

muscade, 5-15%.

Parmi les familles végetales les plus productrices d'huiles essentielles, on distingue les
labiateae (famille du thym, de la lavande, de la menthe, du basilic), les asteraceae
(camomille,absinthe), les myrtaceae (eucalyptus, melaleuca, myrte, girofle), les lauraceae

(cannelle,laurier) (59).
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I11.6. Fonction de I’huile essentielle dans la plante

L'existence des HE dans les végétaux méme si leur fonction n’est pas toujours précisément

connue, répondrait aux besoins d'une protection spécifique des especes relative a leur

environnement (43)(60).

Les plantes étant immobiles, elles auraient développé les HE pour constituer une
défense chimique contre les micro-organismes. Elles repoussent les parasites et
protégent la plante de certaines maladies grace a leurs propriétés antifongiques,
antivirales, antibactériennes ou insectifuges.

Elles se défendent également contre les autres plantes. Par exemple, Erica cinerea, la
bruyere cendrée diffuse des substances télétoxiques afin d’éviter la pousse d’autres
végétaux a proximité. (Une lande de bruyere ne comporte aucune autre végétation).
Elles attirent les insectes pollinisateurs (fleurs parfumées, fécondées parcertains
insectes butineurs) et permettent ainsi a la plante d'assurer sa reproduction ;

Elles aideraient a guérir blessures et attaques diverses auxquelles sont soumissent les
plantes.

Elles remplissent une action de protection contre les brdlures solaires en conservant
une humidité d’importance vital pour la plante.

Elles pourraient permettre aux plantes de communiquer entre elles. Par exemple, une
plante attaquée par un herbivore pourrait envoyer des signaux d’alerte (substances
volatiles comme hexénal ou 1’ocimene) aux autres plantes du secteur, pour quelles
déclenchent des mécanismes de défense.

Elles représentent une réserve d'énergie mobilisable (ex. : en cas de conditions

climatiques défavorables).

I11.7. Composition chimique

Sur le plan chimique, les HE sont des mélanges de structure extrémement complexes, pouvant

contenir plus de 300 composeés différents. Ces substances sont des molécules tres volatiles

appartenant pour la grande majorité a la famille des terpénes comme les monoterpénes,

(myrcene, P-pineéne, y-terpinéne) et les sesquiterpenes (B-caryophylléne, o-humuléne, f-

bisaboléne) (61).

-
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> Les terpenes
Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte. Leur
particularité structurale la plus importante est la présence dans leurs squelette d’unités
isoprénique & 5 atomes de carbone (C5H8). Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités
isoprenes en monoterpénes formés de deux isoprenes (C1LOH16), les sesquiterpenes, formés
de trois isoprénes (C15H24), les diterpénes, formés de quatre isoprenes (C20H32). Les
tetraterpénes sont constitués de huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides. Les

polyterpenes ont pour formule générale : (C5H8) n ou n peut étre de 9 a 3.

H3 \_‘\

CH2

CHZz

Figure 2 : Représentation d’une unité isopréne.

Les térpénoides sont des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques
(alcool,aldéhydes, cétone, acide) (51).

> Les monoterpenes
Sont volatils, entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable et représentent la
majorité des constituants des H.E, parfois plus de 90%. Ils peuvent étre acyclique (myrcéne,o-

cymene), monocyclique (terpinene, p-cimene) ou bicyclique (pinéne, sabinéne) (41).

Propriétés thérapeutiques :
Les HE contenant majoritairement des monoterpénes ont, en général, des propriétés

tonifiantes, antimicrobiennes et stimulantes au niveau digestif (62).
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CH2 : H3|

[

CH2

H3C CH3 H3C CH3

Figure 3:Structure d’un monoterpéne acyclique a gauche (myrcéne) et d’un monoterpéne
cyclique a droite (p-cimene)

> Les sesquiterpenes il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes. Elle contient

plusde 3000 molécules comme par exemple : B-caryophylléne, B-bisaboléne, o-

humuléne, a-bisabolol, farnesol (63).

Principales propriétés thérapeutiques :
Les HE contenant majoritairement des sesquiterpénes ont, en général, des propriétés anti-

inflammatoires et antiallergiques (29).

CH3

CH3

H3C CH3

Figure 4:Structure générale d’un sesquiterpene

> Les dérivés terpéniques fonctionnalisés

» Les alcools acycliques, monocycliques ou bicycliques
IIs ont un suffixe en —ol qui indique le rattachement d’un groupement hydroxyle a I’un des
carbones de la structure terpénique. Ils peuvent étre acycliques (géraniol), monocycliques

(menthol) ou bicycliques (bornéol) (43).
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Principales propriétés thérapeutiques:
Les HE contenant majoritairement des alcools terpéniques ont, en général, des propriétés

antibactériennes, antifongiques, antivirales et antiparasitaires (62).

CH3 CH
X OH

OH

H3 H3 H3C CH3

Figure 5:Exemples d’un alcool acyclique a gauche (géraniol) et d’un alcool cyclique a droite
(menthol).

> Les aldéhydes terpéniques
Les aldéhydes ont un suffixe en —al qui indique le rattachement d’un carbonyle a I’un des
carbones de la structure moléculaire ainsi que la fixation d’un atome d’hydrogene a ce méme

carbone (64).

Principales propriétés thérapeutiques:

Les HE contenant majoritairement des aldéhydes terpéniques ont, en général, des propriétés
anti-inflammatoires, antalgiques et sédatives. Elles sont employées pour soulager les
pathologies articulaires, rhumatismales ou tendineuses mais également pour les pathologies

affectant le systéme nerveux (29).

CHs CH,
AN N0
NS
O
H3C CH; H5C CH;

Figure 6:Structure du néral (a gauche) et du géranial (a droite).
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> Les cétones terpeniques

Les cétones ont un suffixe en —one qui indique la présence d’un carbonyle dans la structure.

Contrairement aux aldéhydes, il n’y a pas d’atome d’hydrogeéne reli¢ au carbone (64).

Principales propriétés thérapeutiques:

Les HE contenant majoritairement des cétones terpéniques ont, en général, des propriétés

mucolytiques, antifongiques et antivirales (62).

H5;C

CHj

CH,

Figure 7: Structure de la menthone, une cétone terpénique.

> Les oxydes terpéniques

Les oxydes terpéniques sont fréquemment présents dans les HE. 11 s’agit d’éthers (64).

Principales propriétés thérapeutiques:

Les HE contenant majoritairement des oxydes terpéniques ont, en général, des propriétés

mucolytiques, expectorantes, antibactériennes et antivirales. Elles sont utilisées pour soulager

les infections se répercutent sur la sphere respiratoire (29).

HAC N
CH,§
H,C

CH,

O

\

Figure 8:Structure d’un oxyde terpénique aliphatique a gauche et cyclique a droite.
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> Les esters terpéniques
Les esters terpéniques résultent de la réaction chimique entre une fonction alcool et une
fonction acide entrainant la perte d’une molécule d’eau. Ils s’écrivent de la fagon suivante:
acide carboxylique-atede alcool-yle(i.e: acétate de benzyle), ainsi cette dénomination permet

d’identifier les alcools et acide carboxylique formant I’ester (64).

Principales propriétés thérapeutiques
Les HE contenant majoritairement des esters terpéniques ont, en général, des propriétés

antispasmodiques, antalgiques, anti-inflammatoires et sédatives (29).

H;C CH;

Figure 9:Structure d’un ester terpénique : ’acétate de linalyle.

> Les phénols terpéniques
Les phénols terpéniques possedent une fonction hydroxyle fixée sur un noyau benzénique. Ce
sont les constituants majoritaires des HE aprés les terpénes. Les phénols ont un suffixe en —ol
(64).

Principales propriétés thérapeutiques:
Les HE contenant majoritairement des phénols terpéniques ont, en général, des propriétés
antibactériennes, antivirales, antifongiques et antiparasitaires. Elles sont aussi généralement

antioxydantes et stimulantes (29).
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CH,
OH

H,C CH,

Figure 10:Structure d’un phénol terpénique, le carvacrol.

> Les lactones terpéniques
Quelques plantes aromatiques (matricaire ou achilée millefeuille) renferment, en quantité
infime, des lactones terpéniques mais dans la majeure partie des cas, ces lactones sont
dégradées au cours du procédé d’hydro-distillation. Les lactones sont des esters cycliques.

Cette cyclisation leurs confere des propriétés différentes de celles des esters terpéniques (65).

Principales propriétés thérapeutiques :

Les HE contenant des lactones terpéniques ont, en général, des propriétés antibactériennes
(notamment a I’encontre des bactéries & Gram positif), antifongiques et antiparasitaires . Le
chamazuléne (produit de dégradation de la matricine lors de I’hydrodistillation, posséde

également in vivo des propriétés anti-inflammatoires (66).

O O
O _—0 =

Figure 11:Structure générale des lactones terpéniques

» Composés aromatiques
Les derivés du phénylpropane (C6-C3) ou composes phenoliques s’agissant le plus
fréeqguemment des allyl- et propenylphénols, parfois des aldéhydes. La biosynthése par voie
phenyl propanoides débute par des aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine, Ils

sont généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixe a un
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cyclephenyle. Egalement, la synthése de ces constituants nécessite une série d’acides dont
I’acideshikimique et I’acide cinnamique. Les phenylpropanoides sont moins répondu dans
I’HE que lesterpénes, néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines huiles
essentiellesd’Apiaceae : (anis, fenouil, persil, cannelles (eugénole, myristicine,

asarones,cinnamaldéhyde) (41).

Principales propriétés thérapeutiques:
Les HE contenant des composés aromatiques ont, en général, des propriétés anti-infectieuses
a large spectre d’action. Elles sont a la fois antibactériennes, antivirales, antifongiques et

antiparasitaires(29).

O

Figure 12: Structure générale d’un aldéhyde aromatique

» Composes d’origine diverses
11 s’agit de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles (composes issus

de la dégradation d’acides gras ou d’autres composés).

Ces composes contribuent souvent aux arémes de fruits. Compte tenu de leur mode de
préparation, les concretes et les absolues peuvent en renfermer ces types de composés. Il en
est de méme pour les huiles essentielles lorsqu’elles sont entrainables par la vapeur d’eau
(43).

I11.8. Facteurs influencgant la composition chimique

Etant formées de mélanges généralement complexes, les huiles essentielles présentent une tres
grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au plan du rendement des plantes
d’origine. Cette variabilité peut s’expliquer par différents facteurs, que nous pouvons

regrouper en deux catégories :

&
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111.8.1. Les facteurs extrinseques
Les facteurs de I’environnement ont un impact direct sur la composition des HE. Cela se

confirme d’autant plus avec les especes qui possédent des structures histologiques de stockage
superficielles comme les poils sécréteurs des Lamiacées (basilic, lavandes, menthe, thym...).
Ces espéces sont tres susceptibles aux variations de températures, d’humidité, de régimes des
vents, de durée totale d’insolation... Au contraire, les plantes ayant des structures aromatiques

plus en profondeur présentent une qualité beaucoup plus constante (43).

» Le mode de récolte ou de culture
Les conditions de culture, de récolte, de séchage, de fragmentation et de stockage ont une
action déterminante sur la qualité de végétaux. Ces dernieres sont, dans la mesure du possible,
exemptes d’impuretés telles que la terre, les poussieres, les souillures, ainsi que d’infections

fongiques. Elles ne doivent pas présenter des signes de pourriture ou d’endommagement (42).

Le mode de récolte indique également si la plante est sauvage ou cultivée, si la récolte se
faitde maniere manuelle ou mécanisée et si elle est issue ou non d’une culture biologique.
Tous ces paramétres jouent un réle important dans I’aspect qualitatif et quantitatif de ’'HE

obtenue (42).

La culture conventionnelle emploie des engrais et des produits phytosanitaires qui peuvent
étre présente dans I’huile essentielle car ils se condensent de la méme maniére que les
principes aromatiques par contre La culture biologique respecte le cahier des charges établi

par I’agriculture biologique (42).

> Le procede d’extraction
L’huile essentielle obtenue par hydro-distillation est souvent, d’une composition différente de
celle qui existe initialement dans la plante. En effet, au cours de 1’extraction, les constituants
des huiles essentielles connus pour étre fragiles, sont soumis aux effets combines d’un milieu

aqueux, de son acidité et de sa température, et peuvent subir des conversions chimiques (67).

» L’origine géographique
Il y a des différences de composition chimique selon le pays d’origine.
Une méme plante grandissant dans des lieux différents avec changement de situation
géographique (altitude et latitude), avec variation de la nature du sol, peut produire des huiles
essentielles différentes (68). Par exemple, le thym vulgaire a géraniol ne produit cette

molécule de géraniol qu’en hiver alors que I’acétate de geranyle la remplacera en été (69).

-
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111.8.2. Facteurs intrinséques

Liés a I’espece, au type de clone, a ’organe concerné, et au degré de maturité¢ du végétal

concerné, voire au moment de la récolte au cours de la journée :

» Le stade de développement botanique
On parle de cycle végétatif. Pour une espéce donnée, la proportion des différents constituants
d’une HE peut varier tout au long du développement. C’est pour cela que toutes les plantes
aromatiques ne sont pas cueillies au méme stade. Des variations parfois trés importantes sont
couramment observées dans certaines especes, par exemple pour la coriandre ou la teneur en

linalol (alcool) est 50% plus élevée chez le fruit mar que chez le fruit vert (26).

» L’organe producteur
Les cellules productrices d’huile essentielle pouvant se situer dans différents organes, Il est
possible d’obtenir différentes huiles selon les parties sélectionnées d’une méme plante.
Des travaux de recherche ont montrés des différences de composition des huiles essentielles

en raison d’organes différents (feuilles et fleurs)(70).

» L’origine botanique
Composition d’une H.E varie en fonction de 1’espéce productrice. En effet, I’extraction de
I’H.E d’un méme organe de deux plantes différentes ne donne pas la méme composition
chimique, par exemple deux especes de sauge : la sauge officinale (Salvia officinalis) et la
sauge sclarée (Salvia sclarea), qui peuvent étre vendues toutes les deux sous 1’appellation
d’essence de sauge. La premicre, riche en cétones neurotoxiques, peut provoquer des crises

d’épilepsie, alors que la seconde possede des esters aromatiques anti-épileptisant (26).

» Existence de chemotypes (chimiotypes)
C’est un facteur tres fréquent chez les plantes a huiles essentielles. En effet, pour une méme
espéce on peut rencontrer plusieurs chemotypes : I’exemple du thym avec ses sept races

chimiques est trés frappant (40).

<
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111.9. Les chémotypes des huiles essentielles

Le chémotype d'une huile essentielle est une référence précise qui indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif, présent dans I'huile essentielle. C'est I'élément qui
permet de distinguer une huile essentielle extraite d'une méme variété botanique mais d'une

composition biochimique différente (71).

Cette classification capitale permet de sélectionner les huiles essentielles, pour une utilisation
plus précise, plus sre et plus efficace. Nous connaissons par exemple sous la méme
appellation botanique, deux grandes familles de thyms, subdivisées elles-mémes grace a la

définition de leurs chémotypes respectifs (71).

De nombreuses huiles comprennent plus d'un chémotype. La sauge sclarée (Salvia sclarea)
par exemple, contient 250 molécules différentes, dont 75 % issues de la famille des esters et
15 %, de celle des monoterpénols. Les molécules travaillent en synergie, ce qui explique la

polyvalence des huiles essentielles et leur vaste spectre d'action.

Une fois que I'on connait les propriétés des chémotypes ainsi que leur concentration dans une
huile essentielle, on peut déterminer quels seront les effets de celle-ci, bienfaisants ou

dangereux (71).

Enfin, il faut savoir qu'une méme plante peut inclure diverses espéces, dont chacune
possédera des chémotypes différents. La lavande (Lavandula), par exemple, compte plusieurs
espéces dont les officinalis, les stoechas et les latifolia : c'est donc le nom latin complet qui
nous permet de savoir de quelle plante exacte il s'agit. Le lieu de culture (climat, altitude,

composition du sol) peut aussi influencer la composition chimique d'une plante (71).

[11.10. Les techniques d’extractions des huiles essentielles

Le procédé d’obtention des HE intervient d’une fagon déterminante sur sa composition
chimique (72). Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour l’extraction des essences
vegetales, cette diversité est due a la variété des matieres premiéres et a la sensibilité

considérable de certains de leurs constituants.

Les huiles essentielles sont obtenues a partir de la matiére premicre d’origine végétale par
diverses méthodes d’extraction (73)(74); ces méthodes peuvent étre classées en deux
categories : les méthodes conventionnelles (classiques) et les méthodes avancées (innovantes).

L’investigation dans les nouvelles technologies (ultrasons, micro-ondes) pendant ces

.



Chapitre I :Phytothérapie et aromathérapie

derniéres décennies a conduit a 1’émergence de nouveaux processus d’extraction plus
efficaces (réduction du temps d’extraction et de I’énergie de consommation, augmentation du

rendement d’extraction, amélioration de la qualité des HE).
111.10.1. Méthodes conventionnelles et classiques

Il s’agit de méthodes conventionnelles basées sur la distillation de 1’eau par chauffage pour

récupérer les HE de la matrice végétale.

a. Hydro-distillation
Elle est de loin le procede le plus répondu, car il convient a la majorité des plantes c’est la

méthode normalisé pour 1’extraction d’une huile essentielle, ainsi que pour le controle qualité.

Le procede consiste @ immerger la matiére premiére végétale dans un bain d’eau. L’ensemble

est ensuite porté a ébullition généralement a pression atmosphérique (75).

La chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans les
cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange
azéotropique. Sachant que la température d’ébullition d’un mélange est atteinte lorsque la
somme des tensions de vapeur de chacun des constituants est égale a la pression

d’évaporation, elle est donc inferieure a chacun des points d’ébullition des substances pures.

Ainsi le mélange azéotropique « eau + huile essentielle » distillé a une température
égale100°C a pression atmosphérique alors que les températures d’ébullition des composés
aromatiques sont pour la plupart tres élevées, la vapeur d’eau ainsi restée de ces essences est
envoyée dans un compartiment pour y refroidir. La, la vapeur redevint donc liquide et les
huiles s’en désolidarisent (elles flottent a la surface). On les récupere alors par
décantation(21).

*
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Figure 13:Schéma de I’hydro-distillation par clevenger.

b. Hydro-distillation a la vapeur
L’hydro-distillation a la vapeur ou ’entrainement a la vapeur d’eau est 1’'une des méthodes
officielles pour 1’obtention des huiles essentielles (76). A la différence de 1’hydro-distillation,

cette technique ne met pas en contact directl’eau et la matiére végétale a traiter.

L’extraction se fait a 'intérieur de 1’alambic sauf qu’il y a un systéme de plaque perforée ou
de grille qui maintient la plante en suspension au-dessus de la base de 1’alambic contenant
I’eau qui évite leur contact direct. L’extraction se fait par injection de vapeurs d’eau qui
traversent la matiere végétale du bas vers le haut et détruisent la structure des cellules
végétales et transportent les matieres volatiles. Les artéfacts sont minimisés. Le temps

d’extraction est réduit ainsi que la perte de molécules polaires.

c. Distillation a la vapeur

Cette méthode a les mémes principes et avantages que 1’hydro-distillation a la vapeur, mais la
génération de vapeurs se produit en dehors de 1’alambic de distillation (76). La vapeur peut
alors étre saturée ou surchauffée a une pression légérement supérieure a la pression
atmosphérique, la vapeur est introduite dans la partie inférieure de I’extracteur et passe donc a
travers la charge de la matiere premiere. Cette technique évite certains artefacts par rapport a
1I’hydro-distillation.
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Figure 14: schéma reprentative de I'nydro-distillation et de la distillation a la vapeur.

d. L hydro-diffusion :
11 s’agit d’un cas particulier de la distillation a la vapeur ou le flux de vapeur se produit vers le

bas. Il est également appelé hydro-diffusion vers le bas ou hydro-diffusion et gravité (77).

e. Extraction aux solvants organiques

Cette méthode d’extraction est basée sur les propriétés physiques des essences aromatiques
qui sont solubles dans la plupart des solvants organiques. L’extraction se fait dans des
extracteurs de construction variée. Le procédé consiste a épuiser le matériel végétal par un
solvant a bas point d’ébullition qui par la suite, sera éliminé par distillation sous pression
réduite.

L’évaporation du solvant donne un mélange odorant de consistance pateuse dont I’huile est
extraite par I’alcool. L’extraction par les solvants et leur manque de sélectivité peuvent
entrainer de nombreuses substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoides,
cires, coumarines) dans le mélange pateux et imposer par conséquent une purification

ultérieure (78).

Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé, devra posséder une certaine stabilité face a la
chaleur, la lumiere ou I’oxygene. Sa température d’ébullition sera de préférence basse afin de
faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir chimiquement avec 1’extrait (79).

f. Pression a froid

Le pressage a froid est la méthode traditionnelle pour extraire les HE du zeste d’agrumes.
Pendant I’extraction, les sacs d’huile se brisent et libérent les huiles volatiles localisées dans

la partie externe du mésocarpe (huiles de sacs ou huile de la glande). Cette huile est éliminée
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mécaniquement en pressant a froid et en émulsion aqueuse. L’huile est récupérée
ultérieurement par centrifugation (80). Dans ce cas, nous obtenons I’essence végétale du zeste
d’agrumes qui est utilisé dans les industries alimentaires et pharmaceutiques comme additifs

aromatisants (industrie alimentaire, cosmétiques et certains produits de soins de maison).

g. L’enfleurage :
La procédure met a profit la liposolubilité des composés odorants des végétaux dans les corps

gras et qui permet 1I’exploitation des organes fragiles.

Le matériel végétal est mis en contact avec des graisses, ces derniéres ayant une forte affinité
avec les composés odorants, cette méthode peut étre réalisée a froid ou a chaud, et on obtient

ainsi des absolues de pommade (18).

> L'enfleurage a froid
Ce processus d’extraction, n'est plus trop utilisé, est réservé aux huiles florales de trés grande
qualité. Les senteurs particulierement délicates peuvent également étre capturées par
enfleurage dans de la graisse froide. Pour ce faire, le mieux est de suspendre simplement les
plantes dans un linge immergé dans de I’huile froide et de changer celui-ci apres 12 a
24heures. Pour pouvoir utiliser la fragrance a la fin, il convient de la délaver de la graisse avec
de I’alcool puis de distiller finalement cet alcool selon ses besoins afin de concentrer

d’avantage la senteur.

L’enfleurage constitue en quelque sorte la part royale dans le domaine de la confection de
parfums, car il permet également de préserver des senteurs particulierement délicates dans
leur haute qualité et leur pureté. La macération dans I’alcool est sensiblement plus simple et
moins dispendieuse ; toutefois, cette méthode n’est en rien comparable a I’extraction des

senteurs par enfleurage au niveau de la qualité (81).

» L'enfleurage a chaud
Alternativement a la maceération, il est également possible de procéder par I’enfleurage a
chaud dans la graisse. Pour cela, il convient de chauffer une graisse animale clarifiée (a défaut
de la vaseline ou de la paraffine, substances plus modernes) dans une chaudiére en cuivre a
60degres. Les plantes y sont incorporées et detrempées pendant 12 a 24 heures. Afin d’obtenir
un résultat de qualité, il faut pressurer les plantes et remplir de nouveau la chaudiére. Ce
processus est répété autant de fois que nécessaire pour assurer le passage d’un maximum

d’ardmes dans la graisse. Ensuite une opération de filtration est nécessaire pour séparer la
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graisse des fleurs. Une pate parfumée appelée « pommade » qui va étre traitée avec la méme
technique d’extraction que pour un enfleurage a froid (81).

111.10.2. Méthodes innovantes d’extraction des huiles essentielles

Un des inconvénients des techniques conventionnelles est lié a la thermolabilité des
composants des HE qui subissent des altérations chimiques (hydrolyse, isomérisation,
oxydation) dues aux tempeératures élevées appliquées. La qualité des HE est donc
extrémement endommagée, surtout si le temps d’extraction est long. Il est important que les
méthodes d’extraction puissent maintenir la composition chimique des HE et la proportion
naturelle tel son état d’origine. Les nouvelles techniques d’extraction doivent également

réduire le temps d’extraction, la consommation d’énergie, 1’utilisation des solvants et

I’émission du CO2 (77).

a. Extraction au COz supercritique

L'originalité de cette technique d'extraction réside dans le type de solvant employé : le CO-
supercritique. Au-dela du point critique (P = 73,8 bars et T = 31,1 °C), le CO2 possede des
propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui lui confere un bon
pouvoir d'extraction, qui plus est, facilement modulable en jouant sur les conditions de
température et de pression. Cette technique présente énormément d'avantages. Tout d'abord, le
CO. supercritique est un solvant idéal puisqu'il est naturel, inerte chimiquement,
ininflammable, non toxique, sélectif, aisément disponible et peu colteux. De plus, il s'élimine
facilement de I'extrait sans laisser de résidus. Outre ces avantages, le principal point fort est la
qualité irréprochable de I'extrait puisqu'aucun réarrangement ne s'opere lors du processus. Son
unique point faible est le co(t tres élevé de son installation (82).

En jouant sur les conditions de température et de pression, il est possible de rendre I'extraction
plus sélective aux composés odorants et ainsi obtenir des extraits de composition tout a fait

semblable aux huiles essentielles, non chargés en molécules non volatils.

Ainsi, la température et la pression a ne pas dépasser pour extraire uniquement les principes
volatils est 60 °C et 60 bars (83).

Cette technique est aujourd’hui considéréee comme la plus prometteuse car elle fournit des
extraits volatils de trés haute qualité et qui respecterait intégralement I'essence originelle de la
plante (84).

.
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b. Extraction assistée par ultrasons

Cette technique a été développée en 1950 a 1’échelle du laboratoire(85). L’échographie
permet en combinaison avec d'autres techniques (hydro distillation et extraction au solvant)
une intensification et une sélectivité de I'extraction des HE en accélérant leur libération par les

plantes.

La matiere premiére végeétale est immergée dans de I'eau ou dans un solvant et en méme
temps soumis a l'action de I'échographie. Cette technique a été utilisée pour l'extraction de
nombreux HE, en particulier des graines (86). Cependant, elle a été développée en particulier
pour l'extraction de certaines molécules d’intérét thérapeutique(87). Les ondes ultrasonores
utilisées ont une fréquence de 20 KHz — 1 MH. Cela induit des vibrations mécaniques des
parois des membranes d'extraits de plantes induisant une libération rapide des gouttelettes
d’HE (85).

c. Extraction au CO2 sub-critique :

L’état sous-critique du CO- est obtenu lorsque la température est entre 31°C et 55°C et une
pression comprise entre 0,5 MPa et7,4 MPa. Dans ces conditions, le CO2 se comporte comme
un solvant non-polaire (88). Cette méthode évite les dégradations observée dans la distillation
a la vapeur ou l'entrainement par la vapeur due a des températures élevées et a la présence
d'eau (89). I’extraits obtenus par cette technique présentent des saveurs trés similaires a celles

des matiéres premieres végétales fraiches.

d. Hydro-distillation par micro- ondes sous vide

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (Solvent Free Microwave Extraction ) a été
congue pour des applications en laboratoire pour 1’extraction d’huiles essentielles de plantes
aromatiques (90). Cette technologie est une combinaison de chauffage micro-ondes et d’une

distillation a la pression atmosphérique.

Basée sur un principe relativement simple, cette méthode consiste a placer le matériel végétal
dans un réacteur micro-ondes, sans ajout de solvant organique ou d’eau. Le chauffage de I’cau

contenue dans la plante, permet la rupture des glandes renfermant 1’huile essentielle.

Cette étape libere I’huile essentielle qui est ensuite entrainée par la vapeur d’eau produite par
la matiere végeétale. Un systéme de refroidissement a 1’extérieur du four micro-ondes permet
la condensation du distillat, composé d’eau et d’huile essentielle, par la suite facilement

Séparable par simple décantation. D un point de vu qualitatif et quantitatif, le procédé SFME

.
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semble étre plus compétitif et économique que les méthodes classiques telles que

I’hydrodistillation ou I’entrainement a la vapeur (91).

La composition de I'huile essentielle obtenue par ce procédé est bien souvent semblable a
celle obtenue avec un procédé d'entrainement a la vapeur traditionnel. Toutefois, une plus
grande proportion de composés oxygénés est généralement observée dans les huiles
essentielles extraites par microondes. Ceci est d0 a la faible quantité d'eau présente dans le
systeme et a la rapidité du processus de chauffage. Ainsi, les dégradations thermiques et
hydrolytiques des composes oxygenés sont limitées(92)(93).Cette technique présente donc
beaucoup d'avantages: technologie verte, économie d'énergie et de temps, investissement

initial réduit et dégradations thermiques et hydrolytiques minimisées (91).
111.11. Méthodes d'identification chimique des huiles essentielles

Une connaissance optimale de la composition chimique des huiles essentielles est nécessaire
aux industriels pour pouvoir contrdler la qualité et la régularité afin d'avoir une bonne
commercialisation et afin de y déceler une éventuelle spécificité en vue de sa valorisation. En
effet, ces huiles essentielles sont souvent une matieére premiére destinée a des secteurs
d’activités aussi divers que ceux de la parfumerie, des cosmétiques, des industries
pharmaceutiques et de ’agroalimentaire. Quel que soit le secteur concerné, I’analyse des
huiles essentielles demeure une étape importante qui puis est malgré les développements
constants des méthodes de séparation et d’identification, reste une opération délicate
nécessitant la mise en ceuvre de diverses techniques(94);(95).Le double objectif
identification/quantification consiste a déterminer la composition chimique de chaque huile
essentielle et extraits par différentes méthodes analytiques spectroscopique et/ou
chromatographiques. De maniere conventionnelle, I’étude de la composition chimique d’un

mélange naturel complexe peut étre réalisée selon différentes voies :

La premiére séquence consiste a analyser les huiles essentielles, tout d’abord, par
Chromatographie en Phase gazeuse (CPG) ; cette technique chromatographique permet
I’individualisation des constituants, leur quantification et le calcul de leurs indices de
rétention (Ir), puis & les analyser par le couplage « en ligne d’une technique
chromatographique, généralement la CPG, avec une technique d’identification spectrale,
géneralement la spectrométrie de masse (SM) ou, quelques fois, la Spectrométrie Infrarouge
par Transformée de Fourier (IRTF). L’identification est ensuite faite par comparaison des

indices de rétention Ir et des données spectrales (spectres de masse ou infrarouge) des
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constituants individualisés avec les caractéristiques de produits de référence contenus dans
des bibliotheques des spectres. Cette étape est généralement suffisante dans les cas d’analyse
de routine d’huiles essentielles. Une deuxieme séquence est réalisée lorsque 1’huile essentielle
est complexe ou qu’elle contient des composes pouvant couler ou encore lorsque 1’analyse est
réalisée dans le cadre de la recherche. Un fractionnement de I’huile essentielle est alors
effectué, le plus souvent par chromatographie liquide sur colonne ouverte de silice ou
d’alumine. Les fractions résultantes sont ensuite analysées comme décrit dans la premiére

séquence.

Cette etape est préférable lorsque 1’on veut étudier les différentes familles de composés

(esters, alcools, cétones...).

Enfin, une troisiéme séquence peut étre mise en ceuvre lorsqu’un ou plusieurs constituants de
I’huile essentielle sont inconnus des bibliothéques de comparaison et qu’ils ne sont pas décrits
dans la littérature. 1l est alors nécessaire de les purifier par distillation fractionnée ou par des
techniques chromatographiques préparatives telles la Chromatographie sur Couche Mince
(CCM), la Chromatographie liquide sur Colonne ouverte (CC), la Chromatographie Liquide
Haute Performance (CLHP) ou encore la Chromatographie en Phase Gazeuse Préparative
(CGP). L’objectif est d’aboutir & leur identification structurale par les techniques
spectroscopiques usuelles : Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN-1H) et du
carbone-13 (RMN-13C), SM, IRTF, etc... (96).

a. Le couplage CPG-SM

D’un certain point de vue analytique, d’important progrés ont été atteint en couplant la CPG
avec un spectrometre de masse (SM). En effet, le couplage CPG-SM en mode impact
électronique (IE), dit CPG-SM(IE), est la technique utilisée habituellement pour ’analyse
dans le domaine des huiles essentielles. Le principe de la spectrométrie de masse consiste a
bombarder a 1’aide d’¢électrons une molécule qui sera fragmentée ; les différents fragments
obtenus, charges 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
bibliotheques de spectres informatisées ou sous format papier construites au laboratoire ou

commerciales(97)(98) .

Néanmoins, il faut utiliser les bibliotheques commerciales avec précaution, car malgré leurs

utilités, elles ne sont pas les plus performantes. Réellement et compte tenu de la diversité et
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du nombre tres important de composés qu’elles contiennent, il est bien rare qu’une
interrogation n’obtienne pas de réponse ; méme si cette proposition d’identification est
attachée a une note de concordance trés moyenne. C’est pourquoi, les bibliothéques faites
avec des spectres de masse enregistrés avec des conditions expérimentales rigoureusement

identiques, restent les plus performantes et permettent des identifications plus fiables.

Ceci est considérablement vrai pour 1’analyse des huiles essenticlles comprenant un grand
nombre de sesquiterpénes, qui, construits a partir d’'un méme synthon isoprénique, présentent

des spectres de masse souvent identiques ou insuffisamment différenciés.

En fait, dans la pratique, ’'utilisation conjointe de la spectrométrie de masse (utilisation
conjointe de banques laboratoire et littérature) et des indices de rétention calculés sur deux
colonnes de polarité différente en CPG, permet, généralement [I’identification d’un grand
nombre de constituants dans les mélanges complexes comme les huiles essentielles (99)(100).
Ainsi, Vernin et collaborateurs (101), d’une part Cavaleiro (102) d’autre part ont mis a jour
un logiciel permettant de combiner les résultats de la spectrométrie de masse avec les valeurs

des indices de rétention sur colonne apolaire et polaire.
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Figure 15: Schéma du principe de la chromatographie en phase gazeuse(39).
b. Spectroscopie infrarouge a transformée de fourier (IRTF)

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed
InfraRed spectroscopy) a pour concept l'absorption d'un rayonnement infrarouge par le
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matériau analyseé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons

chimiques, de réaliser I'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau (103).

e Principe
Quand la longueur d'onde (I'énergie), apportée par le faisceau lumineux, est voisine de
I'énergie de vibration de la molécule, cette derniere absorbera le rayonnement et on constatera
une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise. Le domaine infrarouge entre 4000 cm-! et

400 cm-! (2.5 — 25 um) correspond au domaine d'énergie de vibration des molécules.

Toutes les vibrations ne donnent forcément pas lieu a une absorption, car cela va dépendre de
la géométrie de la molécule d'un cété et surtout de sa symétrie d'un autre coté. Pour qu'une
géométrie donnée détermine les modes de vibration actifs en infrarouge grace a la Théorie des
Groupes, la position de ces bandes d'absorption va tenir compte en particulier de la différence
d'électronégativité des atomes et de leur masse.

C'est pourquoi un matériau de composition chimique et de structure donnée va correspondre

un ensemble de bandes d'absorption caractéristiques permettant d'identifier le matériau.

L'analyse se réalise a l'aide d'un spectrometre a Transformée de Fourier qui envoie sur
I'échantillon un rayonnement infrarouge et mesure les longueurs d'onde auxquelles le
matériau absorbe et les intensités de I'absorption. La figure décrit le schéma d'un spectrometre

a Transformée de Fourier.

Le faisceau infrarouge qui émerge de la source A est orienté vers l'interféromeétre de

Michelson qui modulera chaque longueur d'onde du faisceau a une fréquence différente.

Dans l'interférometre le faisceau lumineux arrive sur la Séparatrice. La moitié du faisceau est
alors dirigée sur le miroir fixe, le reste passe a travers la séparatrice et est dirigé sur le miroir
mobile. Quand les deux faisceaux se recombinent, des interférences destructives ou
constructives apparaissent en fonction de la position du miroir mobile. Le faisceau modulé est
alors réfléchi des deux miroirs vers I'échantillon, ou des absorptions interviennent. Le

faisceau arrive ensuite sur le détecteur pour étre transformé en signal électrique.

Le signal du détecteur apparait comme un interférogramme (Figure n°16), c'est a dire une
signature de l'intensité en fonction de la position du miroir. L'interférogramme est la somme
de toutes les fréquences du faisceau. Cet interférogramme est ensuite converti en un spectre

infrarouge par une opération mathématique appelée transformée de Fourier (103).




Chapitre I :Phytothérapie et aromathérapie

......... Interféramére de
Mizhslson & i Miccir
L | Fixe
Miroir mabile '
D-3 0-2 D-1 -8 4
o I 3k ~ : A
Séparatrice : Saurce
Irtensité
&n sortia
Signal détecte Echantillan
Pesitian du minair rrabile Détecteur
L]

Figure 16:Schéma d'un spectromeétre a transformée de Fourier (103).

I11.12. Propriétés biologiques et pharmaceutiques
» Activité antimicrobienne

Il a été constaté que la gravité des infections bactériennes a augmenté et cela méme apres la
découverte de nombreux antibiotiques, due principalement a I'émergence d'antibio-résistantes,
et I’augmentation de la population a immunité réduite et I’incidence accrue d’infection a
biofilms résistants aux médicaments. et donc, les maladies infectieuses induites par des
bactéries demeurent I'une des principales causes de déces(104). En outre, la toxicité due aux
effets secondaires limite l'utilisation prolongée de fortes concentrations d'antibactériens
disponibles. Il est primordiale d'explorer de nouvelles molécules et approches alternatives

contre les bactéries pathogénes (105).

Les molécules végétales sont bien connues pour leurs propriétés antimicrobiennes. En
particulier, il a été démontré que les HE présentent une activités inhibitrices a large spectre
contre divers bactériens pathogenes Gram positifs et Gram négatifs (106)(107)(49).

L'efficacité antibactérienne peut varier avec les huiles ainsi qu'avec différentes bactéries. Par
exemple, le santal (Santalum album), I’huile de manuka (Leptospermumscoparium) et le
vétiver (C. zizanioides) sont tres actifs contre les bactéries a Gram positif, mais n’ont pas

d’activité contre Gram négatif (53).
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Par rapport a d'autres bactéeries, Pseudomonas aeruginosa présente une tolérance a l'inhibition
par les HE. En genéral, ’'HE du thym, d'origan, d'arbre a thé, cannelle, citronnelle, laurier,
citron myrte, clou de girofle sont les plus puissants antimicrobiens . lls sont actifs a des
concentrations <1% vol / vol, c.-a-d. Qu'ils présentent des CMI <1% clou de girofle,
citronnelle, origan et le thym inhibent la croissance d’Escherichia coli a des concentrations de
0.02, 0.04, 0.06, et 0.05% respectivement (53)(108).

Thym, romarin, menthe poivrée, citronnelle, et clous de girofle inhibent la croissance de
Staphylococcus aureus a des concentrations < 0,05%, alors que HE de basilic et d’eucalyptus
I’inhibent a une concentration de 1% (109)(53). L’ail, le citron, et le thé sont actifs contre
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) (110)(111).

Dans certains cas un Il a été observé que la molécule constitutive majeure posséde une activité
meilleure que celle de la HE. Par exemple, le carvacrol et 1’eugénol provenant de 1’huile de
S.aromaticum (clou de girofle) ou terpinen-4-ol du M.alternifolia (arbre a thé) présentent une
plus grande efficacité qu'une huile particuliere. En régle generale, Les HE contenant des
composes  phénoliques et des aldéhydes présentent un  meilleur activité
antibactérienne(112)(113).

Mécanismes d’action antibactérienne:

Les mécanismes par lesquels les HE exercent leur activité antibactérienne sont mal connus.
Du fait de la complexité de leur composition chimique, il est difficile de donner une idée
précise sur le mode d’action des HE. Probablement que leur activité antibactérienne ne soit
pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire
(114). Burt (115) a emis que la caractéristique importante des HE est attribuée a
I’hydrophobicité de certains de ces composants qui leur permet de traverser facilement la
bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire en altérant sa perméabilité et entrainant
des pertes anormales d’ions, voire méme des macromolécules (108), suggére que, I’action des
HE sur la prolifération microbienne se fait a travers I’altération de la perméabilité
membranaire des bactéries en perturbant les systémes de transport ionique, le transport des
électrons et la production d’énergie.

Le mode d’action des HE dépend essentiellement du type de microorganismes. En regle
géneral, les bactéries Gram négatifs sont plus resistantes que les bactéries Gram positifs grace

a la structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram négatifs est
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plus riche en lipo-polysaccharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui empéchent les

terpénes hydrophobes d’y adhérer (116).

> Activité antifongique
Les infections fongiques sont trés fréquentes dans notre société. Cette extension est largement
favorisée par la prescription abusive d'antibiotiques, issus en premier lieu de champignons
microscopiques. Les groupes de molécules aromatiques citées comme antibactériens sont

également actifs sur les champignons.

Les constituants actifs sont : les phénols monoterpéniques et aromatiques, les alcools
monoterpéniques, des aldéhydes aromatiques et monoterpéniques, les lactones...
Par exemple :
e Candida albicans est sensible aux HE d’Origan, de Cannelle de Ceylan, de Thym
vulgairea thymol.
e Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale (onychomycosesn « pied d’athléte »)
est sensible aux HE de Sarriette et d’arbre a thé.
e Pityriasis versicolor est sensible aux HE de Lemon-grass (le plus actif) et de I’arbre a
thé (42).

Activité antivirale :
De trés nombreuses familles chimiques ont montré des activités antivirales in vitro. C’est
lecas des phénols monoterpéniques ou aromatiques (difficiles a utiliser, car dermo- et
hépatotoxiques), des alcools monoterpéniques ainsi que des aldéhydes monoterpéniques

etaromatiques.

L’activité antivirale découle de la liposolubilit¢ des HE, ce qui leur permet de pénétrer
dansl’enveloppe virale riche en lipides. Les HE sont plus actives sur les virus enveloppés car
ils sont plus fragiles que les virus nus. Ils sont donc particulierement efficaces envers les virus

herpessimplex, VHS-1 (herpés labial) et VHS-2 (herpes génital).

Il existe une synergie d’action entrer cinéol et monoterpénol, cette association est
fréeqguemment rencontreée dans les HE issues de la famille des Myrtacées (ex. : Arbre a thé,
Niaouli et Cajeput). Cette association est trés utile dans le traitement des pathologies virales
touchant la sphére respiratoire. De méme, le couple oxyde de linalol et linalol que 1’on
retrouve dans I’HE d’Hysope des montagnes présentent une puissante activité antivirale au

niveau respiratoire.

.
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Les aldéhydes, en usage interne ou en diffusion atmosphériques, sont de bons compléments

dans le traitement des infections virales (42).

» Activité antiparasitaire
Ce sont les phénols qui possédent I’action la plus puissante contre les parasites, suivis par les
alcools monoterpéniques. Certains oxydes comme 1’ascaridol sont tres spécifiques de la lutte

antiparasitaire.

Enfin les cétones ont une activité antiparasitaire bien établie, mais leur utilisation doitse faire
avec précautions a cause de leurs neurotoxicité. Cette action est renforcée par 1’association

cétones/lactones dans I’HE(42).

» Propriétés antioxydantes

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce
pouvoir(83).

Lorsque I’on cite I’activité antioxydante, on distingue deux sortes de propriétés selon le
niveau de leur action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les
composes qui ont une activité primaire sont interrompus dans la chaine auto-catalytique de
I’oxydation. En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de
retarder 1’oxydation par des mécanismes indirects tels que la réduction d’oxygéne (117). Des
études de I’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a
I’Alimentation (RESALA) de I’INRS-IAF, ont montré que I’incorporation des huiles
essentielles directement dans les aliments (viandes hachées, légumes hachés, purées de fruit,
yaourts...) ou l’application par vaporisation en surface de I’aliment (piece de viande,
charcuterie, poulet, fruits et légumes entiers...) contribuent & préserver 1’aliment des
phénomeénes d’oxydation (118).

» Activité anti-inflammatoire

Les HE ont une place particulierement intéressante dans le traitement de 1’inflammation. Elles
constituent une alternative aux traitements allopathiques classiques de type AINS (Anti-
inflammatoires non stéroidiens) qui sont connus pour leur effet secondaire digestive au long
court. Bien utilisées, ces HE n’induisent pas d’effets nocifs. Seul un risque d’irritation cutanée

peut étre observé si I’on ne dilue pas suffisamment I’HE dans une HV.

Les molécules concernées sont notamment les aldéhydes monoterpéniques : citrals(néral et

géranial), citronellal, curminal. Les aldéhydes sont utiles par voie externe. Ils interviennent

.
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par une action hyperémiante en favorisant les mécanismes physiologiques de défense anti-
inflammatoire naturelle impliquant les leucocytes. Cette activité hyperhémiante est
concomitante de la levée des spasmes artériolaires favorisant 1’état inflammatoire (26).1ls

modulent également la réponse immunitaire par voie interne.

Exemple : Etude sur ’'HE de Lemongrass (LGEO)(119):

« Pour I'évaluation de I'effet anti-inflammatoire, le LGEO (10 mg/kg, p.o.) significativement
réduit I'eedéme de la patte provoqué par les carraghénanes (polysaccharides extraits d'algues
rouges) avec un effet similaire a celui observé pour le diclofénac oral (50mg/kg) contréle.
L'administration orale de LGEO a montré une activité anti-inflammatoire dose-dépendante.
De plus, I'application topique de LGEO in vivo a eu un effet anti-inflammatoire puissant,
comme démontré en utilisant le modele murin de I'eedéme de l'oreille induit par I'huile de
croton. L'application topique de LGEO a des doses de 5 et 10 pL / oreille a significativement
réduit I'edeme aigu de l'oreille induit par I'huile de croton chez 62,5 et 75% des souris,

respectivement. »

> Activité antalgique et analgésique
Pour cette activité, on compte de nombreuses molécules, car la variabilité des causes des

phénomenes douloureux est également trés vaste.

L’eugénol dans I’HE de Girofle est connu pour traiter les algies dentaires. Le probleme est
que cette HE est assez agressive. Chez les patients allergiques/sensibles a 1’eugénol, on
préférera utiliser I’HE de Laurier noble qui étre moins riche en eugénol, mais qui est composé

de phénols-méthyl éthers qui sont de puissants antalgiques.

Dans le domaine des algies céphaliques, c’est le menthol qui a fait ses preuves. Le menthol
stimule les récepteurs au froid et est vasoconstricteur. L’utilisation sur les tempes d’HE de
Menthe poivrée donne un soulagement rapide de la douleur (migraines, céphalées). Il a

également un effet anesthésique local, qui peut &tre mis a profit lors de traumatismes.

Contrairement a ¢a, d’autres molécules ont une action par « effet hyperhémiant ». Une
vasodilatation périphérique induite par une irritation tissulaire entraine une sensation de
chaleur et une légére anesthésie locale ou un effet antalgique. Les principales molécules
concernées sont : le paramycéne (Marjolaine des jardins), le camphre (Romarin a camphre), le
salicylate de méthyle (Gaulthérie). Ils sont tres connus pour la prise en charge des algies

tendino-musculaires et ostéo-articulaires (42).

-
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» Activité spasmolytique
De nombreuses HE sont réputées pour diminuer ou supprimer les spasmes gastro-intestinaux.

Cette allégation est d’ailleurs établie de fagon clinique pour I’HE de Menthepoivrée. Ces HE
agissent par différentes actions.

L’action spasmolytique est de type neurotrope et/ou musculotrope. Les moléculeslipophiles se
fixent sur la membrane des cellules musculaires lisses et entrainent une inhibition de 1’entrée
du calcium dans les cellules ce qui aboutit a une relaxation des fibres lisses (43). Ces
observations ont éte faites in vitro, et ont démontré une activité spasmolytique marquée sur
I’iléon de Cobaye isolé et, dans une moindre mesure sur la trachée de ce méme animal (120).
Les HE ayant révélé cette activité sont : I’angélique, le basilic, la camomille, le girofle, la

lavande fine, la mélisse, la menthe poivrée et le thym.

Elles stimulent les sécrétions gastriques par une action anticholinergique, d’ou 1’action
« digestive » ce qui a pour conséquence des effets positifs sur la nervosité et I’insomnie.

> Activité calmante et relaxante
Les HE peuvent calmer, détendre ou faciliter le sommeil lors d’une diffusion atmosphérique.
Les troubles du systéeme nerveux sont un domaine dans lequel les HE ne sont pas assez

exploitées (26).

L’action neuropharmacologique des HE a été étudiée par voie cutanée (121) et atmosphérique
(122) sur les désordres psychologiques comme le stress, I’anxiété, la dépression, I’insomnie. ..

montrant une amélioration des symptdmes sans effets secondaires.

Les molécules anxiolytiques et favorisant le sommeil (123):
e Lesesters : acétate de linalyle, formiate de géranyle, anthranylate de méthyle...
e Lesalcools monoterpéniques : linalol, géraniol, alpha-terpinéol...
Les molécules a action plus sédative :
e Les aldéhydes monoterpéniques : citrals (ex. : verveine citronnée, meélisse officinale),
curminal (ex. : graines de cumin)
e Lesalcools monoterpéniques : linalol (ex. : lavande fine)
Les huiles essentielles de lavande fine et d’hysope officinale inhibent la stimulation induite

par la caféine et donc présentent une action sédative qui a été établie sur les souris (124).

-
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I11.13. Toxicité des huiles essentielles
Dans le monde actuel des produits naturels, il convient de ne pas utiliser ces substances de
facon abusive. Les huiles essentielles doivent étre prises a bon escient et & doses adaptées afin
d’éviter de dommageables effets secondaires(125)(126), En effet, bien que naturelle, il est
capital d’intégrer la notion de la dualité « efficacité-toxicité » parce que toutes substance
thérapeutique est potentiellement toxique.
La toxicité des HE est directement liée a leur composition chimique, les composés poly-
insaturés étant plus toxiques que les autres (cétones, lactones, phénols...).

» Dermo- causticité
Les huiles essentielles riches en phénols, aldéhydes aromatiques et terpéniques sont irritantes
pour la peau et les muqueuses a 1’état pur. 1l faudra toujours les diluer avec une huile végétale
(20% d'huile essentielle maximum dans 80% d'huile végétale) et les appliquer sur des surfaces

corporelles bien localisées (127).

» Photosensibilisation

La photosensibilisation se caractérise par une augmentation de la sensibilité cutanée aux
rayonnements solaires, notamment aux rayons ultraviolets, provoquant des réactions
érythémateuses susceptibles de favoriser la carcinogenése.

Toutes les essences des zestes de Citrus (Citron, Orange, Mandarine, Lime, Cédrat,
Pamplemousse, Combawa) ainsi qu’Ammivisnaga (Khella) et Angelica archangelica
(Angélique) peuvent présenter un risque de photosensibilisation apres application et
exposition solaire. Par conséquent, il est recommandé de jamais les utilisées avant une

exposition solaire ni dans les 48 heures qui suivent 1’application (128).

» Risque allergique

Les lactones sesquiterpéniques, l'aldéhyde cinnamique, les phénylpropanoides et les
hyperoxydes sont les principales molécules responsables de phénomeénes allergiques dont le
risque varie evidemment avec le terrain du patient.

L’HE de tea-tree (Melaleucaalternifolia), de lavande officinale (Lavandulaangustifolias
spangustifolia) ou encore de laurier noble (Laurusnobilis) sont réputées allergisantes. Pour les
patients au terrain atopique, il est recommandé de tester I’HE en appliquant quelques gouttes
au pli du coude pour observer ou non I’apparition d’une réaction sur la peau. Si tel est le cas,

I’utilisation de I’HE sera a proscrire. De plus, quelques HE comme celle de lavande aspic ou

-



Chapitre I :Phytothérapie et aromathérapie

de mélisse, utilisées pour combattre les réactions prurigineuses d’origine allergique, peuvent,
aprés un usage trop prolongé, induire des réactions allergiques chez un patient

hypersensible(26).

» Hépatotoxicité
Les phénols a dose élevée et sur une durée prolongée peuvent altérer les hépatocytes. Le plus
toxique étant le carvacrol. Les pyrannocoumarines (Ammi visnaga) sont aussi hépatotoxiques.
Les doses fortes doivent étre utilisées au maximum dix jours. Pour des traitements plus longs,
seules des doses faibles sont a envisager. Il faut d'ailleurs associer des huiles essentielles
hépatoprotectrices : Daucus carota (Carotte cultivée), Citrus limon (Citron jaune) et

Menthapiperita (Menthe poivrée) (62).

» Neéphrotoxicité
Les HE riches en monoterpénes (surtout pinéne et camphéne), lorsqu’elles sont utilisées sur le
long terme, sont susceptibles d’enflammer et de d’abimer les néphrons (e.g. HE de cyprés ou
de genévrier). Elles seront donc contre-indiquées chez I’insuffisant rénal et de fagcon plus

général, chez la personne agée (129).

» Neurotoxicité
Les huiles essentielles d’Absinthe, I’Armoise, le Cedre, I’Hysope, la Sauge officinale, le
Thuya, la Menthe poivrée... sont contre-indiquées en cas d’antécédents d’épilepsie, chez les
personnes agées avec troubles nerveux et chez les enfants de moins de 7 ans. La neurotoxicité
s’explique par la forte affinité des cétones pour les lipides, il y aurait passage de la barriere
hémato-encéphalique, destruction des gaines de myéline et perturbations électriques des
neurones avec excitation puis dépression (26).

» Tératogeénicité et risque abortif
L’acétate de sabinyle retrouvé dans I’HE de sauge d’Espagne (Salvia lavandulifolia) a été
identifié comme tératogene in vivo chez le Rat (43).
Les HE riches en cétones, et plus particulierement en thuyone, sont neurotoxiques et
abortives. Elles ne doivent pas étre administrées chez la femme enceinte ou allaitante ni chez

les sujets neurologiquement fragiles (29).

-
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111.14. Critére de qualité

Selon les recommandations francaises (2008), pour garantir leur qualité, les HE devront
notamment étre obtenues a partir de matieres premiéres identifiées avec précision, controlées
selon des procédés définis, présentées des caractéres physico-chimiques précis, étre
conservées de facon convenable.
Les caractéristiques physiques, organoleptiques, chimiques et chromatographiques des HE
sont définies sur le plan francais par des normes établies par I’AFNOR, ¢laborées par une
commission spécifique. Ces normes sont établies en étroite collaboration avec les producteurs
ainsi que les importateurs et sont le fruit d’un échange entre experts.

» Dénomination botanique
L’origine végétale du produit doit étre définie avec précision par la dénomination scientifique
botanique selon les regles.

» Conditions de production de la plante
Les matieres premiéres végétales sont obtenues a partir de plantes de collecte ou de plantes
cultivées, ces derniéres pouvant étre issues de semis ou de bouturage.

» Partie de la plante utilisee
Les HE peuvent étre regroupées dans tous les types d’organes végétaux les fleurs, les feuilles,
malgré que cela soit moins habituel, dans les écorces, les bois, les racines, les rhizomes, les
fruits secs, ou les graines.

» Précision du chimiotype (ou chémotype)
Pour la méme espece botanique, il peut exister plusieurs races chimiques ou chimiotypes dont
leur origine est retrouvée dans de légeéres différences des voies de biosynthése, aboutissant a
I’accumulation de métabolites secondaires différents.

» Mode d’obtention de I’huile essentielle
Le choix de la technique dépend principalement de la matiere premiére : son état originel et
ses caractéristiques, sa nature proprement dite.

[1.15. Les conditions de conservation et de stockage

Afin d’éviter toute dégradation pouvant altérer la qualité et 1’efficacité des HE, il convient de

respecter quelques régles simples de conservation et de stockage décrites ci-dessous.

Les HE étant de nature instable et sensibles aux phénomenes d’oxydation provoqués par la
lumiere ou la chaleur, elles doivent étre conservées dans un flacon étanche, coloré (brun ou

bleu), de faible volume, dans un endroit frais (de température inférieure a 20°C), a I’abri de

-
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I’air et de la lumiére. Les flacons en plastiques sont déconseillés de par leur fort potentiel a

étre attaques par les constituants des HE.

Afin de limiter au maximum le contact de I’HE avec 1’oxygene de D’air, il est également
conseillé de bien refermer le flacon d’HE apreés utilisation. Un flacon d’HE n’ayant jamais été
ouvert peut étre conservé entre 3 et 5 ans alors qu’un flacon d’essence du genre Citrus ne
peut pas I’étre plus d’un an. Dés lors que le flacon est ouvert, la durée de conservation
diminue et varie de 12 a 18 mois selon I’HE considérée (130)(131).
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I.1. Thym: Thymus ciliatus

Le thym est le nom général de nombreuses variétés d'herbes de I'espéce Thymus, toutes
originaires d'Europe et d'Asie.

I.1.1.Nomenclature et taxonomie

Le nom de thym, dans sa forme grecque, a été donné a la plante par les Grecs en tant que
dérivé d'un mot qui signifiait «fumigers, soit parce qu'ils l'utilisaient comme encens, soit pour
son odeur balsamique.

Tableau I1: Classification de I'espece Thymus ciliatus .

Taxonomie Description
Regne: Plante
Classe: Magnoliopsida
Ordre: Lamiales
Famille: Lamiaceae

Sous-famille: Nepetoideae
Genre: Thymus
Espece: Thymus ciliatus. L

1.1.2. Description botanique

Thymus ciliatus est un arbrisseau de petite taille, mais pouvant former des touffes bien
étalées sur le sol ; les feuilles florales sont différentes des feuilles caulinaires, en général
fortement dilatées a leur portion inférieure. Rencontrée dans les broussailles, matorrals,

sur substrats calcaires et siliceux et sur sols rocailleux et bien drainés (132).

La sous-espéce coloratus est un sous arbrisseaux trés rameaux a capitule dense, gros et a
feuilles florales plus ou moins tachées de pourpre au moins a la base. Les fleurs ne dépasse
pas 7 & 8mm et sont en général plus pales (133).

Figure 17: Thymus ciliatus coloratus.

E
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I.1.3.Répartition géographique

- Dans le monde:

Le genre Thymus est I’un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées(134).il
existe prés de 350 especes de thym réparties entre 1’Europe, I’Asie de 1’ouest et la
Méditerranée. C’est une plante trés répandue dans le nord-ouest africain (Maroc, Tunisie,
Algérie et Libye). Elle pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-
ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte. On peut la trouver également en Sibérie

et méme en Himalaya(135).

Selon une étude menée par Nickavar et al , environ 110 especes différentes du genre Thymus
se concentrent dans le bassin méditerranéen. C’est pour cela que 1’on peut considérer la région

méditerranéenne comme étant le centre de ce genre(136).

- En Algérie:

L’ Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales au regard de sa superficie et de sa
diversité bioclimatique. Le Thymus de la famille des Lamiacées ou Labiées, comprend
plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes

jusqu’aux zones arides (137).

|.1.4. Composition de I’huile essentielle
L’essence de thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les plus
actives(138). Les huiles essentielles de thym sont composées par des molécules aromatiques

d’origine végétale présentant une tres grande diversité de structure.

L’analyse par CG / SM de I’huile essentielle extraite par hydrodistillation des parties
aériennes séchées de T. ciliatus, collectées a différents stades de développement de la région
d’Annaba a révélé que la composition chimique de cette huile est caractérisée par un
pourcentage élevé de thymol (29.52%) de carvacrol (30.58%) représentant les deux composes
majoritaires suivie de p-ciméne (8.45%) aterpinoléne (7.71%) and y-terpinene (05.58%).(166)

Plusieurs études ont montré que la composition chimique du Thymus ciliatus varie d’une
région a I’autre, le nord algérien est caractérisé par chémotype thymol alors que I’ouest est

caractérisé par un chémotype carvacrol (156)(167)(155).

Une étude réalisée en Algérie et au Maroc a montré que la composition chimique des huiles
essentielles de Thymus ciliatus (Desf.) du Maroc est :

-
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thymol (44,2 %), de B-E-ocimene (25,8 %) et d’a—terpinéne (12,3 %) accompagnés d’autres
constituants a des teneurs relativement faibles : linalol (3,24 %), 6-3-caréne (3,1 %), 1,8-
cinéole (2,63 %) et carvacrol (2,4 %), totalisant 93,67 % (149).

Une autre étude marocaine montre que 1’huiles essentielle obtenue par hydrodistillation des
parties aériennes de Thymus ciliatus (Desf.) contient principalement le thymol (44,2%), le B-
ocimeéne (25,8%) et I’a~terpinéne (12,3%) (168).

I.1.5.Utilisation traditionnelle

Le thym est la plante médicinale la plus utilisée en médecine traditionnelle algérienne comme
expectorant,  antitussif, antiseptique, stomachique, antispasmodique, carminatif,
anthelminthique et diurétique. Il est aussi utilisé comme condiment : le thym sec, ayant subi
un séchage préalable permettant sa conservation, est destiné aux grillades alors que les huiles

essentielles, extraites du matériel végétal, servent d'aromatisants.

1.1.6. Activité biologique
L huile essentielle du thym possede une composante antiseptique et cicatrisante dans les

produits destinés aux soins de beauté. Les études ont surtout montré I'activité anti-
oxydante(139)des espéces de genre Thymus étudiées. Les activités, antimicrobiennes,
spasmolytique et mutagénique vis-a-vis de la bactérie Salmonella triphymurium ont été

établies.
I1.2. Origan: Origanum Vulgare

11.2.1. Nomenclature et taxonomie

Le mot origan dérive du grec origanon, qui se référait simplement a "une plante acre".
L'étymologie du terme grec est souvent donnée comme 0ros pour "montagne" et ganos pour
"luminosite™(140).

Tableau I11: Classification de I'espéce origanum vulgare (141).

Taxonomie Description
Regne: Plante
Classe: Magnoliopsida

Sous classe Astéridae
Ordre: Lamiales
Famille: Lamiaceae
Genre: Origanum
Espece: Origanum vulgare L

-
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11.2.2. Description botanique

Origanum vulgare (figure 18) est un sous-arbrisseau vivace de la famille des Lamiaceae, a
racines rampantes émettant des tiges pouvant atteindre 50 a 120cm. Les feuilles sont
opposées-décussees, courtement pétiolées, et de petite taille, leur limbe est entier ou
faiblement denticulé, ovale ou elliptique, glabre ou poilu, ponctué de poils sécréteurs a leur
face inférieure ; Les fleurs sont regroupées en inflorescence de type panicule, fixées au
sommet des rameaux. Le fruit est un tétrakene lisse, brun, de 1 mm de long, chaque akéne qui

le compose reste longtemps soudé au fond du calice (142).

Figure 18: Origanum vulgare (140).

11.2.3 Répartition géographique

Dans le monde:

Le genre Origanum est I’'un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiées (134).
Il existe prés de 350 espéces d’origan réparties entre I’Europe, 1’Asie de 1’ouest et la
méditerranée. C’est un genre tres repandu 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 (143).
En Algérie:

L’origan comprend plusieurs espéces botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les
régions internes jusqu’aux zones arides. Il 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.(143)
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11.2.4. Composition de I’huile essentielle

La sous-espece Vulgare est celle que ’on utilise majoritairement en tant que condiment et

comme espéce médicinale. Cependant, sa teneur en huile essentielle est assez faible.

Plus d’une centaine de composés ont été identifiés dans cette sous-espece, ce qui représente
92,4% de la composition de son huile essentielle. C’est une huile riche en hydrocarbures
monoterpéniques tels que le linalol ou le terpinen-4-ol et sesquiterpéniques: oxyde de

caryophyllene, spathulénol. et des composés phénoliques a de faibles quantités(144)

L’huile essentielle d’Origan contient du carvacrol, qui est considéré comme le composé a

valeur sensorielle, ainsi que d’importance antimicrobienne.(144)

Les terpénoides, plus d’une cinquantaine ont déja été isolés de 1’espéce Origanum vulgare.
On peut citer parmi les plus importants: Sabinéne, béta ocimene, garmacrene D et
spathulénol(145).

Les huiles essentielles d’Origanum vulgare obtenues a partir de 27 échantillons d’Algérie et
de Tunisie, extraites par hydrodistillation, possédent 40 composants qui ont été entiérement
identifiés par la chromatographie en phase gazeuse (GPC) et la spectrométrie de masse
(CPGSM).

L’analyse montre que toutes les huiles ont été caractérisées par la prédominance de quatre
composants dits majeurs, le thymol (7.7 —73.1%), le carvacrol (7.6 —72.6%), le p-cymene (1.7
—25. 8 %) et y- terpinéne (1.1 —18.7%) (165).

11.2.5. Usage

L'origan est employé depuis bien longtemps pour ses propriétés antiseptiques, anti-
inflammatoires, stimulantes et expectorantes. Il a également un effet bénéfique sur les
ballonnements et une action cholérétique. Il peut aussi, en raison de ses vertus antiseptiques,
étre utilisé en cas d'affection des voies respiratoires, comme la toux, l'angine, la bronchite ou
I'asthme. De plus, on essaye parfois de réguler les menstruationsou de soulager

les douleurs dentaires et articulaires avec de I'origan (140).
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I. Introduction

Au cours des dernieres décennies, un intérét croissant est porté sur I’utilisation de produits
naturels a base d’huile essentielle dans le domaine médical. De ce fait, la recherche de
I’efficacité antibactérienne de ces huiles sur les bactéries fait I’objet aujourd’hui de plus en
plus d’études a travers le monde.
L’objectif principal de cette étude est de Déterminer les activités: antioxydante et
antimicrobienne des huiles essentielles de deux plantes: Thymus ciliatus et
Origanum vulgare
et I'objectif secondaire est de Déterminer les Concentrations Minimales

Inhibitrices (CMI) de ces huiles essentielles.

1. Matériels et Méthodes

11.1. Matériel végétal

11.1.1. Origine géographique et période de récolte de la plante
Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué des parties aériennes de deux plantes

Thymus ciliatus et Origanum vulgare.

L’espéce Thymus ciliatus L. a éteé récoltée durant le mois de mai 2018, de la région de Sebaa
Chioukh, située au nord de la wilaya de Tlemcen.

L’espéce Origanum vulgare a été récoltée durant le mois de juin 2018, de la région d’Oued
Zitoune, située au nord de la wilaya de Tlemcen.

e Situation géographique

La wilaya de Tlemcen est située a I'extréme Nord de I'Algérie, bordée au nord par la cote
méditerranéenne, au Sud par la wilaya de Naama, a I'Est par les wilayas d'Ain Témouchent et
de Sidi bel Abbes et a I'Ouest par les frontiéres marocaine.

La région de Sebaa chioukh est éloignée a peu prées de 30 km du chef de la wilaya. Elle se
présente sous forme de montagne faisant partie de la chaine Tellienne inférieure. Son climat
est semi-aride temperé avec une précipitation moyenne de 400mm/an. Le couvert végétal est

représenté par des terrains cultivés ou parcours (146).

La région de I’Oued Zitoun est un sous bassin de la Tafna (partie septentrionale), il se situe a
20 km au Nord-Ouest de Tlemcen et a 5 km a I’Est de Sabra (Turenne)(147). Le territoire de

-
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la commune de Sabra est situé au centre de la wilaya de Tlemcen. Son chef-lieu est situé a
environ 20 km a vol d'oiseau a l'ouest de Tlemcen. Elle est caractérisée par climat
méditerranéen avec été chaud.

Les paramétres geographiques de ces deux régions sont présentés dans le tableau IV

Tableau 1V: Paramétres géographiques du thym et de I'origan utilisés.

Espéce Région Coordonnées géographiques
Thymus ciliatus Sebaa Chioukh - Remchi 35°09' 22" nord,
1°21' 21" ouest
Origanum vulgare Oued Zitoune - Sabra 34°49' 39" nord,

1° 31" 42" ouest

11.1.2. Identification botanique
L’identification botanique a été faite par Pr Bekhechi Chahrazed laboratoire d’écologie et

gestion des écosystemes naturels, université de Tlemcen.

11.1.3. Préparation du matériel végétal

Le matériel végétal n’est géneralement pas utilise immédiatement apres la cueillette, il est
nécessaire de connaitre les meilleures méthodes pour en conserver ses principes actifs et par
conséquent ses propriétés thérapeutiques. La conservation des plantes médicinales impose

trois étapes : la dessiccation, le conditionnement et le stockage.

Apres chaque récolte, le matériel végétal est nettoyé (débarrassé des débris) puis étalé sur du
carton étendu par terre ensuite laissé sécher a I’ombre, a I’abri de la poussiere et dans des
endroits bien aérés, a I’abri de I’humidité et a température ambiante. Le matériel végétal est
disposé par fines couches et remué de temps a autre. Le temps de séchage était d’une semaine

jusqu’a dix jours.

.
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Figure 19:Séchage de ’origan a I’air libre

I1.1.4. Extraction d’huile essentielle

Les huiles essentielles sont des substances extrémement puissantes, pouvant concentrer
jusqu’aux 100 fois certains principes actifs de la plante. 1l y a plusieurs méthodes
d’extractions des HES citées dans la littérature. L hydrodistillation représente la méthode
usuelle (148).

Dans cette étude les hydrodistillations ont été assurées grace a un appareil de type Clevenger,
on introduit 500gde la matiere végétale séche (la partie aérienne des deux plantes) dans un
ballon de 6L contenant 4L d’eau de robinet puis on chauffe I’ensemble pendant une durée de
4h. Ce ballon est reli¢ a un réfrigérant qui sert a condenser la vapeur d’eau contenant 1’huile
essentielle extraite. L’extraction débute lorsque les premiéres gouttes tombent dans le
collecteur et se poursuit pendant 4 h. Aprés condensation, I’huile essentielle se sépare de
I’hydrolat. La récupération de cette huile essentielle est effectuée du haut de ’essencier, a
I’aide d’une pipette pasteur. Afin d'éliminer le peu d'eau susceptible d’étre retenue dans la
phase organique, on fait agir un déshydratant (sulfate de magnésium anhydre). L’huile
essentielle ainsi obtenue est mise dans des piluliers en verre ambré et conservée a une
température de 4 °C. Le rendement en huile essentielle a été déterminé par rapport a la
matiére végétale seche.
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Le rendement en huile essentielle a été calculé en utilisant la relation suivante :

M HE
M MV

X 100

Rue=

R He: Rendement en huile essentielle (% )
M He : Masse de I’huile essentielle extraite en (g)

M mv : Masse de matiere vegeétale séchée en (g)

Figure 20:Dispositif d’extraction d’huile essentielle de type Clevenger utilisé pour

I’extraction des huiles essentielles
11.2. Activité biologique
11.2.1. Evaluation de ’activité antioxydante

Il existe de nos jours un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce n’est
pas seulement di a leur réle dans des phénomeénes aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques
associées au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires
et la dégénérescence du systeme immunitaire(149).

» Meéthode de réduction du radical libre DPPH:

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance

caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait

E
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rapidement lorsque le DPPH est reduit en diphénylepicryl hydrazine par un composé a
propriété anti radicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(150).

Elle se fait selon la réaction suivante :

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazine (forme réduite)

Figure 21: Forme libre et réduite du DPPH (151).

La méthode décrite par Ammar et ces collaborateurs(152)a été employée. Des solutions méres
d'échantillon ont été diluées a des concentrations finales de (5 - 0.15625 mg/mL) dans de
I'éthanol. 1 mL d'une solution d'éthanol DPPH 0.03 mg/mL a été ajouté a 1 mL de solutions
d'échantillon de différentes concentrations, et laissé réagir a température ambiante a 1’abri de
la lumiére. Apres 30 minutes, les valeurs d'absorbance ont été mesurées a 517 nm et

converties en pourcentage d'activité antioxydante (1%) en utilisant la formule suivante :

AC—-AT
AC

1% = x 100 [37].

Ou:

AC : Absorbance du contréle ;
AT : Absorbance du test effectue ;
1% : Pourcentage d’inhibition.

L’¢thanol pur a été utilise comme blanc. ImL d’éthanol a été utilisé avec 1 ml de la solution
éthanoliqgue de DPPH comme témoin négatif. Les contrbles positifs étaient effectués en
utilisant le BHT. Les valeurs ICso ont été calculées par régression linéaire des parcelles ou les
abscisses représentaient la concentration des HEs des plantes testees et en ordonnée le

pourcentage d’inhibition.
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11.2.2. Evaluation de ’activité antimicrobienne
e Activité antibactérienne :

a. Souches utilisées
Les souches bactériennes testées dans cette étude ont été fournies par le laboratoire:
Microbiologie Appliquée a 1’Agro-Alimentaire au Biomédical et a I’Environnement

(LAMAABE)(153).
Tableau V: Souches utilisées pour 1’étude de 1’activité antibactérienne

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Micrococcus luteusATCC 9341

Bactéries a Gram Positif Listeria monocytogenes ATCC 15313
Bacillus cereus ATCC 10876
Enterococcus faecalis ATCC 49452
Escherichia coli ATCC 25912

Bactéries a Gram Négatif Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Salmonella typhimuriumATCC 13311

Les activités antibactériennes des huiles essentielles de Thymus ciliatus et Origanum vulgare

ont été évaluées par deux techniques :

e Technique de diffusion sur gélose (méthode de disques) ;
e Technique de microdilution en utilisant des plaques de 96 puits (Concentration
Minimale Inhibitrice ou CMI).

b. Technique de diffusion sur gélose

La méthode de disques permet de déterminer la susceptibilité des bactéries aux agents
antibactériens. Cette technique est réalisée selon les recommandations de Clinical and
Laboratory Standards Institute CLSI [CLSI, 2009].

L’inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 18 a 24 h sur milieu gélosé non sélectif.
3 a 5 colonies bien distinctes sont suspendues dans 1’eau physiologique 0.85 %, ensuite, la

suspension est ajustée au standard 0.5 McFarland avec un spectrophotometre a 625 nm qui

.
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correspond a une densité optique de 0.08 — 0.1. Donc, la suspension bactérienne contient

approximativement 1 a 2 x 108 UFC/ml.

Des disques en papier filtre Wattman n° 4 de 6 mm de diametre sont stérilisés par
autoclavage, puis imprégnés par 15 ul d’hydrolat (solubilisé dans un mélange d’isopropanol
/eau (50/50) et par 15 ul de I’huile (solubilisée dans le tween 80). La Gentamicine a été
utilisee comme antibiotique de référence. Le milieu de culture recommandé est la gélose
Mueller Hintona pH 7.2 a 7.4.

L’ensemencement se fait par écouvillonnage de 1’inoculum sur la gélose grace a des stries
serrées tout en tournant la boite a 60° a trois reprises. Ensuite, les disques sont déposés dans
les boites sur la gélose préalablement ensemencé. Apres 15 min de ’application des disques,
les boites Pétri sont incubées a 35+2°C pendant 18 a 24 h. La lecture des résultats se fait par
la mesure des diamétres des zones d’inhibition uniformément circulaire (mm). Ce test a été

répété trois fois.

/_\ sewr de L eniemencewent

Feite de petrs

ceouriflern

Figure 22: Ensemencement par écouvillon.

c. Méthode de microdilution sur milieu liquide
Dans cette technique, des microplaques a fond rond (96 puits) sont utilisées pour déterminer
la concentration minimale inhibitrice, qui est la plus faible concentration de 1’agent

antimicrobien qui inhibe la croissance des microorganismes.

Dans chaque puits de la microplaque, est déposé 100 ul du bouillon Mueller Hinton
additionné de Tween-80 (concentration finale de 0,001% v/v) qui a été inclus pour faciliter la
solubilité des huiles. Ensuite, une série de 10 dilutions de chaque huile a été faite dans la

plaque & 96 puits pour obtenir a la fin une série de concentration allant de 25 a 0,01% (v/v) ;

-
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100 pL de chaque huile a été mélangée avec 100 pL de milieu de culture. Aprés avoir bien
mélangé le contenu du 1¢ puits, 100 pl est prélevé, puis déposé dans le 2°™ puits, et ainsi de
suite jusqu’au 10°™ puits ol 100 pl restantes est éliminée. Par conséquent, nous obtenons une
dilution % entre chaque puits. Les deux derniers puits représentent des témoins negatifs : le
puits n°11 contient le milieu de culture et I’inoculum et le puits n°12 contient uniquement le
bouillon Mueller Hinton. Enfin, 100 pl de I’inoculum (5x 10° UFC/mL) est ajouté dans
chaque puits. Les microplaques sont scellées et incubées a 35 + 2°C pendant 16 a 20h.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée comme étant la concentration la

plus faible pour laquelle aucune croissance ne s'est produite dans le puits [CLSI,2012].

e Activité antifongique:
a.Souches utilisées
Les souches utilisées sont des levures de Candida albicans de référence fournies par le
laboratoire  Microbiologie Appliquée a 1’Agro-Alimentaire au Biomédical et a
I’Environnement (LAMAABE)

- Candida albicans ATCC 26790;

- Candida albicans ATCC 10 231 ;

- Candida albicans 1P444.

L’activité antifongique a été évaluée par deux méthodes :

e Technique de diffusion sur gélose Mueller Hinton supplémentée ;

e Technique de détermination de la concentration minimale inhibitrice.

b. Technique de diffusion sur gélose
Dans cette méthode, le milieu de culture utilisé est la gélose Sabouraud & un pH de 7.2 a 7.4,

ce qui permet de produire des zones d’inhibition visibles.

L’inoculum est préparé par suspension de 5 colonies distinctes d’une culture jeune de 24 h
dans 5 mL d’eau physiologique stérile (0.85%). L’inoculum est ajusté au standard 0.5
McFarland par un spectrophotométre a 530 nm soit une densité optique de 0.12 a 0.15 pour
avoir de 1x 10° a5 x 10° cellules/ml. Aprés 15 minutes de la préparation de la suspension de
levures, la surface de la gélose Sabouraud est ensemencé par écouvillonnage 3 fois avec une

rotation de la boite de Pétri de 60° pour assurer une bonne distribution de I’inoculum.

-
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Des disques stériles en papier filtre (6 mm) sont imprégnés par I’huile essentielle a tester

(15ul/ disques) et sont déposés sur la gélose.

L’antifongique de référence utilisé est I’amphotéricine B (0.2 mg/ disque). Apres 15 min de
I’application des disques, les boites sont incubées a 35 + 2°C pendant 20 a 24 h [CLSI, 2009].

La lecture des résultats se fait par la mesure des zones d’inhibition (mm).

La sensibilité des souches testées envers ’huile essentielle est classée selon les diameétres des

halos d’inhibition :

e Diameétre < 8mm: non sensible (-) ou résistante
e Diameétre compris entre 9 a 14 mm: sensible (+)
e Diameétre compris entre 15 a 19 mm: trés sensible (++)

e Diameétre > 20 mm: extrémement sensible (+++)

Disque de papier . -
imbibé d'huile Tapis bactérien

essentielle

) R
Incubation a 37°C
Inoculum ,

pendant 24 heures

bactérien
Boite de Pétri Diamétre
avec gélose d'inhibition
nutritive

Figure 23: Principe de la méthode de diffusion sur disque.

c. Détermination de la concentration minimale inhibitrice
C’est une méthode de microdilution sur milieu liquide utilisant des microplaques a fond rond

(96 puits) pour determiner les CMI des agents antifongiques.

100 pL du bouillon Sabouraud est transféré dans chaque puits, ensuite 100 pL de I’huile est
déposé dans le premier puits, apres avoir bien melangé le contenu du puits, 100 pL est prélevée
pour étre ajouté au puits suivant et ainsi de suite jusqu’au 10°™ puits. Enfin, 100 pL de
’inoculum (1 a 5 x10* cellules/mL) est déposé dans chaque puits. Les deux derniers puits

représentent des témoins négatifs : le puits n°11 contient le milieu de culture et I’inoculum et
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le puits n°12 contient uniquement le bouillon Sabouraud. Les microplaques sont ensuite,

scellées et placées dans I’étuve a 35 + 2°C pendant 24 h.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée comme étant la concentration la

plus faible pour laquelle aucune croissance ne s'est produite dans le puits [CLSI,2012].
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I11.1. LE RENDEMENT DES HES

Les rendements moyens en huiles essentielles des parties aériennes de Thymus ciliatus et
Origanum vulgare extraites par hydrodistillation, ont été calculés en fonction de la masse du

matériel végétal traité. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau VI

Tableau VI: rendement des HEs

La masse de la matiere  La masse des HEs  Le rendement

séche
Thymus ciliatus 450 g 1269 2.80 %
Origanum vulgare 3809 6.65 ¢ 1.75%

Nous avons noté que toutes ces espéces végétales révelent une richesse en huile essentielle

obtenue par hydrodistillation.

Le rendement en huile essentielle de Thymus ciliatus a fourni un taux de 2.80 %. Cette valeur
est proche de celle énoncée par Belhadj(2015)(154), ou le rendement était de 3%. Elle est
aussi apparentée a celui obtenu par Leila Bousmaha (155)et son équipe ou elle oscille entre
3.0% et 5.1%. Notre rendement peut étre considéré comme important par rapport a celui
donné par Ghorb et al(156)et Mustapha el Ajjouri (157)qui était de 2.1% et 1.2%
respectivement. Amarti et al., (158), ont obtenus un rendement de 1.2% en huile essentielle au

Maroc.

Des résultats similaires ont été trouves par certains auteurs (149)(159) avec I’huile essentielle
deThymus zygis avec un rendement allant de 2,3 a 3,6 %. Le rendement en huile essentielle
atteint son maximum pendant la phase de floraison (0,9a1,4%)et son minimum pendant la
période de dormance (0,15 %) (149).

L’O.vulgare étudié dans ce travail posséde un rendement relativement moyen de (1,75%),
égal a celui trouvé par Derwich et al.(160) avec I’origan du Maroc. Il est aussi tres proche de
celui trouvé par Nora Mahfouf en 2018 avec I'origan de la région de Guelma récolté en 2014.
Les espéces d’O.vulgare de la Tunisie Mechergui et al.(161), ont fourni les plus faibles
rendements (0,1-0,7%).Le rendement le plus elevé a été obtenu par Bouhaddouda et al (162)
qui a travaillé sur la sous espece (O.vulgare glandulosum) poussant dans la région de

Nechmaya (Guelma) avec une valeur de 2,52 (163).

“
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La différence existante entre les rendements d’extraction obtenus est probablement liée aux

facteurs suivants :

e Le temps de I’hydrodistillation.
e La durée de séchage.

e Le rapport Eau/Matiére végeétale.
e La température de chauffage.

Elle peut étre liée, également aux facteurs climatiques (chaleur, froid, stress hydrique),
facteurs géographiques(altitude, nature du sol, taux d’exposition au soleil) et génétiques

(croisements naturels) (163).

Ces rendements peuvent étre considéré comme meilleur et ils sont largement supérieurs par
rapport a certaines plantes qui sont exploitées industriellement comme source d’huiles
essentielles. Ils sont plus élevés que celui de la rose (0,1-0,35 %), la menthe poivrée (0,5-1
%), le néroli (0,5-1 %), I’anise (1-3 %), la lavande (0,8-2,8 %), le romarin (1-2,5 %) et méme

celui du thym (2-2,75 %) retrouvés dans I'étude realisé par Edward et son équipe (164).

111.2. Propriétés organoleptiques des HES

Les propriétés organoleptiques des huiles essentielles des deux plantes sont présentées dans le
tableau n VII

Tableau VI1I: propriétés organoleptiques des HEs.

Aspect Couleur Odeur
fluide Jaune Forte
H.E de Thymus
ciliatus
H.E de l’origanum  fluide Jaune foncé Forte et fraiche
vulgare L.

.
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Figure 24:HEs du thym et d'origan.

111.3.Evaluation de ’activité antioxydante des huiles essentielles par la méthode de
réduction du radical libre DPPH

L’activité antioxydante de I’HE de T.ciliatus et d’O.vulgare évaluée par le test de piégeage du
radical DPPH a donné des valeurs qui nous ont permis de tracer des courbes du pourcentage
d’activité antiradicalaire pour les H.ES et le BHT. D’aprés les résultats représentés dans les
figures23 et 24, on peut constater que 1’activité antiradicalaire est dose dépendante car elle est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration de nos échantillons. La cinétique du
pourcentage d’activité antiradicalaire nous a permis de déterminer 1’IC50, qui correspond a la
concentration d’HE ou du BHT nécessaire a 1’inhibition de 50% du DPPH présent dans le
milieu. Notons que plus I'IC50 est faible plus D’activité antioxydante du composé est

importante. Les résultats sont exprimés sous la forme de valeurs d’1C50.

Tableau VII: % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des H.Es et du BHT a
différentes concentrations.

Echantillons  Activité antioxydante

T.ciliatus  Concentration (mg/mL) 0,15625 0,312 0,625 1,25 2,5 5
Effet du balayage sur le DPPH - 586%  15,53% 43,82% 80,89%
(%) 31,36%

O. vulgare  Concentration (mg/mL) 0,15625 0,312 0,625 1,25 2,5 5
Effet du balayage sur le DPPH 3,69%  13,48% 26,93% 45,30% 65,60% 93,56%
(%)

E
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BHT Concentration (mg/mL) 0,2 0,5 1 2 3 4
Effet du balayage sur le DPPH 29,40% 35,60% 48,90% 72,90% 84,10% 87,35%
(%)

@ % inhibition Linéaire (% inhibition)
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Figure 25: % d’inhibition en fonction de la concentration de I'H.E du thym.
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Figure 26: % d’inhibition en fonction de la concentration de I'H.E de I'origan.
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Figure 27:: % d’inhibition en fonction de la concentration du BHT.
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Figure 28: % d’inhibition en fonction de la concentration des HEs et du BHT.

A partir de la figure n:28 on remarque que l’origan présente une meilleure activité anti
oxydante que celle du thym a des concentrations identiques avec une 1C50=1.46mg/mg contre
2.89 mg/ml pour le thym cette différence d’activité peut étre relative & la concentration en

polyphénols de chacune des deux plantes.
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Tableau VII1:: L activité scavenger du radical DPPH par I’HE d’O.vulgare I’'HE de Thymus
ciliatus et le BHT

Antioxydant IC 50 mg/ml
H.E de Thymus ciliatus 2.89
H.E d'Origanumvulgare 1.46
BHT 1.16

Titre du graphique

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

IC50 BHT mIC50 origan M IC50 thym

Figure 28:1C50 des HEs etudiées et du BHT.

I’huile essentielle de Origanum vulgare a une activité antioxydante mais elle est moins
efficace que celle du BHT ( IC50 = 1,16 mg/ml) qui considéré comme un antioxydant
puissant. 1l semble aussi que cette activité est liée a la présence des composés phénoliques
dans I’huile essentielle. Le role principal des composés comme réducteurs des radicaux libres.
Le thymol qui est un composé majoritaire de notre huile essentielle qui possede une forte
activité antioxydante (169)(170).

Une étude menée par Sari et al.,(171)sur différentes populations d’origan de différentes zones
algériennes (Sétif, Bejaia, Biskra, M’sila et Bordj Bou Arreridj) a révélé la une bonne capacité
antiradicalaire des HEs qui ont donné des IC50 variant de 16.2 a 26.7 pg/mL. Le travail
publié par Mechergui et al. (161)montre que I’HE d’origan de deux régions tunisiennes
possede une bonne activité antioxydante avec des IC50 de 105.29 mg/L et 142.86 mg/L.
Cependant une autre étude faite aussi sur ’HE de la méme espéce poussant en Tunisie a
enregistré un 1C50 de 625 pg/ml (40). L’HE extraite d’O.vulgare L. du Maroc a montré une
forte activité antiradicalaire (IC50 60.1 +3.3 mg/L) avec la méthode de DPPH (172).1l est
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¢tabli dans plusieurs études que I’activité d’une HE est en rapport avec les composés
majoritaires et les possibles effets synergiques entre les constituants(173)(174); Ainsi les
travaux de Tepe et al.(175),ont démontré une grande activité antioxydante des HE contenant
des monoterpénes et / ou des sesquiterpénes oxygénés. Miladi et al(176) ont prouvé qu’une
corrélation existe entre 1’activité antioxydante d’une HE et la teneur en monoterpenes
0Xygénés ce qui peut expliquer la concordance de nos résultats avec ceux des autres études .
En contradiction avec les travaux de Gachkar et al.(177) ou ils ont démontré que les huiles

avec une prédominance monoterpénique ont une activité assez modeste(163).

En Turquie, les capacités antioxydante ont été analysées a partir de sept essais différents :
piégeage des radicaux libres (DPPH et ABTS), réduction de la puissance (FRAP et
CUPRAC), acoténe / acide linoléique, chélations de métaux et phosphomolybdene donnant
les résultats suivants exprimeés en trolox equivalents (mg TEs / g d'huile) pour 1’ Origanum .
vulgare subsp. vulgare avec 57,23 mg d'ES / g d'huile pour DPPH et 176,41 mg dES / g
d'huile pour ABTS avec une plus grande activité (p <0,05).

Ces difféerences dans les capacités de piégeage des radicaux libres peuvent s’expliquer par
composantes principales comme le thymol. (178)Mais ce n’est pas uniquement les composés
majoritaires des HE qui sont responsables de cette activité antioxydante, mais il peut y avoir
aussi d’autres compos€s minoritaires qui peuvent interagir d’une fagon synergique ou
antagoniste pour créer un systeme efficace vis-a-vis des radicaux libres, (170)(169).

L’HE du Thymus ciliatus a montré un pouvoir de piégeage du radical DPPH faible avec un
pourcentage d’inhibition de 50% a une concentration de 2.87mg/ml. Une concentration de 5

mg/mL de I’HE produit un pourcentage d’inhibition de 89%.

Dans une étude mené par H.Belhadj(154) dans la région de Tlemcen sur HE du Thymus
ciliatus a montré une importante activité avec un IC50= 0.4705 pg /ml, cette discordance
entre les résultats peut-étre expliqué par une différence du chemotype ou a la période de

récolte.

Selon Amarti et al.,(158) qui ont étudié I’activité antioxydant de quatre especes de thym du
Maroc, qui ont enregistré un bon effet antioxydant tell que T. capitatus, T. ciliatus et H.
Belhadj. Activités antioxydantes et hemolytiques des HE de Thymus ciliatus et Ammoides
verticillata. T.bleicherianus avec I1C50= 0.069mg/mL, 0.074mg/mL et 0.078 mg/mL
respectivement, Ces résultats montrent aussi que I’HE de T.ciliatus posséde une bonne

activité antioxydante. L’étude conduite par Jamali et al(179)a révélé une faible efficacité de

-
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I’huile essentielle de T. ciliatus (en enregistrant une IC50 de I’ordre de 206.57ug/mL)
comparée aux autres variétés étudiées du thym du Maroc et celle du BHT (avec une IC50 de
4.21ug/mL), ce qu’il faut signaler est que la teneur en thymol et carvacrol de cette plante était
nettement inférieure par rapport aux autres études cité précédemment ce qui peut justifier nos
résultats

Comparée a une étude faite par Bounatirou et al (180) sur les HE de Thymus capitatus de
Tunisie, les HE de T. ciliatus ont donné une activité antioxydante nettement supérieure que
celle de T. capitatus et qui ont enregistré un taux d’efficacité antioxydante de ’ordre de

82.7% pour une concentration de I’ordre de 0.5mg/mL.

Cette activité peut étre attribuée a la présence du thymol et carvacrol car plusieurs auteurs
I’ont confirmé (181)(182)(183)(184)(185); , plusieurs d’entre eux ont trouvé une différence
dans I’efficacité entre ces deux mono-terpenes phénoliques(181)(186) alors que d’autres non
(184). A travers I’étude conduite par Tsai et al. (187), I’'HE de T. vulgaris a démontré une
bonne efficacité a piéger le radicale DPPH en enregistrant une IC50 de 0.10ug/mL, ils
ajoutent que les composés majoritaires de cette HE étaient le p-cymene et le thymol, ce qui a
généreé cette activité antioxydante car une proportion élevée en thymol et carvacrol fait preuve

d’une bonne activité antioxydante.

Jukie et Milos (188), ont montré dans une étude portée sur I'huile essentielle du Thym que les
chimiotypes phénoliques (Thymol et carvacrol) et non phénoliques (linalool) sont capable de
réduire le radicale 2,2'-diphényl-1-picrylhydrazyl(DPPH) mais avec un effet plus élevé
enregistré pour les chimiotypes phenoliques .

111.4.Evaluation de I’activité anti microbienne des huiles essentielles

L’étude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles a été réalisée par deux techniques
complémentaires :

- La premiére méthode est la diffusion sur gélose (méthode de disques), appelée aussi
aromatogramme.

- La deuxiéme méthode est basée sur la détermination de la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) sur microplaque.

Le choix des microorganismes dépend du but de la recherche. Dans un screening primaire, les
souches de références (ATCC) sensibles aux antibiotiques ou aux antifongiques sont
employées. Diverses combinaisons sont envisageables, mais le panneau devrait au moins

contenir une bactérie a Gram negatif, une bactérie a Gram positif et une levure(189). C’est
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dans ce contexte que le choix des souches pour la réalisation des tests antimicrobiens a été fait
de fagon a avoir au moins un représentant de chaque classe. Les microorganismes utilisées
dans ce travail sont des germes de référence qui ont servi comme modeéle dans le criblage

P’activité  antimicrobienne des mémes  huiles testés dans de  nombreuses

études(190)(191)(192).

111.4.1. Evaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles par la méthode de

diffusion des disques

Les résultats du screening primaire de [’activité antimicrobienne par la méthode de
diffusion des disques (tableau n°1X) montrent que les deux huiles présentent une forte activité
antimicrobienne vis-a-vis de I’ensemble des souches testées. D’une fagon générale ; les
résultats obtenus lors de cette étude sont tres intéressants puisque les diametres des zones
d’inhibitions des deux huiles sont extrémement élevés comparés avec ceux obtenus avec la
Gentamicine ou [’amphotericine B ; antibiotique et antifongique utilisés comme
référence.Sachant pour rappel, qu'une huile essentielle a une action bactériostatique si son
diamétre d'inhibition est supérieur a 12 mm(193). En ce qui concerne I’activité
antibactérienne, les meilleurs résultats de I’H.E du thym et de I'origan étaient obtenus vis-a-
vis de S. aureus et P. aeruginosaou les diametres d'inhibition de 56 mm et 60 mm

respectivement ( figure n°29).
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Figure 29:: activité antibactérienne des deux huiles essentielles par la technique des disques a
droite : résultats de I’H.E. de I’origan ; a gauche : résultats de I’H.E. du thym

E
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Tableau IX: Résultats de 1’activité antimicrobienne des deux H.E testée par la technique de
diffusion des disques

Les zones d’inhibition (mm)
Microorganismes Gentamveine
- ycl
HE du thym | HE d’origan 15 g/ disc Ampho B.

Sa 59.5+0.5 60.5+0.5 22 /

M 4310 33.5+0.5 19 /
Bacteries | | m 33+1 36+1 17 /
Gram positif

EF 350 30+0 18,5 /

Bc 28+0 3440 20 /

Ec 39+1 35.5+0.5 21,5 /
Bactéries
Gram Pa 56.5+0.5 51+1 21,33 /
négatif

Stx 20+0 2010 25 /

CA 26790 gox1 | lotale / 30

inhibition
Totale

Levures CA 10231 inhibition 75.5+0.5 / 32

CAIP 444 62+0 71+1 / 32

Stx : Salmonella typhimuriumATCC 13311 ; Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ;
Ec : Escherchia coli ATCC 25912 ; Sa : Staphylococcus aureus ATCC 25923 ; Bc : Bacillus
cereus ATCC 10876; EF: ATCC 49452,
monocytogenes ATCC 15313 ; MI: MicrococcusluteusATCC 9341. CA IP444:Candida
albicansIP444;CA10231: Candida albicansATCC10231; CA26790: Candida
albicansATCC26790.

Enterococcusfaecalis Lm : Listeria

L’activité antifongique des deux huiles essenticlles a été testée vis-a-vis de 3 types de
Candida albicans. Les résultats mentionnés dans le tableau n° révélent que ces deux huiles
étaient trés actives sur les levures utilisées. Les zones d’inhibitions dépassaient les 60 mm et
pouvaient atteindre une inhibition totale notamment pour C. albicans ATCC 10231 comme le

montre la figue n°30.
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Figure 30: activité anti bactérienne des deux huiles essentielles par la technique des disques :
a droite : résultats de I’H.E. du thym; a gauche : résultats de I’H.E. de I’origan

L’activité antibactérienne et antifongique de le H.E des différents genre du Thym a été
démontrée par de nombreuses études antérieurs Rasooli & Mirmostafa, (194)Rotaet
al(159)(195). En générale, les H.E sont plus actives sur les bactéries a Gram positif que les

bactéries a Gram négatif. La structure de la paroi cellulaire des bactéries a Gram négatif est

E
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constituée essentiellement de lipopolysaccharides (LPS). Ce constituant évite I'accumulation
des huiles sur la membrane cellulaire (196).

Les résultats obtenus dans notre étude ont montré que les bactéries a Gram négatif étaient
aussi sensibles a I'huile essentielle de thym. De ce fait, nos résultats sont en accord avec
I’étude de Imelouane et al(190). Il est connu que la composition des huiles varie selon la
localisation géographique et 1’espéce ce qui influence sur I’activité biologique (190).

Une grande partie de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles du genre Thymus
semble étre associée a des composés phénoliques (thymol et carvacrol) (197)(159). Selon
Jalsenjak et al (198), Sivropoulou et al(199)et Sur et al (200), le camphre et le 1, 8-cinéole
sont principalement responsables de I'activité antimicrobienne des huiles végétales, qui en
contiennent.

En ce qui concerne I’activité antimicrobienne de le H.E de I’origan, toutes les souches tests
ont été sensibles. Selon les résultats de 1’analyse de la chromatographie en phase gazeuse faite
par Barros et al (201), les principaux constituants dans le H.E de 1’origan sont le carvacrol, le
terpinene-4-ol et le thymol. Leur mécanisme d'action vis-a-vis des microorganismes n'est pas
completement élucidé, mais les chercheurs spéculent que ces composes entrainent une
perturbation de la membrane vis les composés lipophiles (192)(202).

Ce mélange complexe de ces nombreuses molécules présentes dans les huiles essentielles
nous incite a se poser deux questions : 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles est
due seulement au principaux constituants et dans ce cadre-la quel est le réle des constituants
qui se trouvent en petite concentration ? ou bien I’activité antimicrobienne est due a 1’effet
synergique des différents constituants ?

Ainsi pour répondre a ces questions, plusieurs investigations doivent étre réalisées et 1’activité
antimicrobienne doit étre faite par une technique plus précise que celle de la diffusion qui est

considérée comme un screening primaire.
111.4.2.Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des

huiles essentielles par la méthode des plaques de microtitration.

Les résultats du screening primaire des deux huiles étudiées par le procédé de diffusion sur
disque ont mis en évidence une excellente activité antimicrobienne. A la lumiére des résultats
préliminaires, nous avons choisi une évaluation plus détaillée par la méthode de dilution en
utilisant la plague de microtitration (96 puit). Les résultats sont exprimaient dans le tableau n
IX.

.
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Tableau X: Résultats des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des deux H.E.

CMI
Microorganismes | HE du thym | HE d’origan | Gentamycine Ampho B.
% (vIv) % (VIv) (ng/ ml) (ng/ ml)
Sa 0.048+0.00 0.048+0.00 0.5 /
Bactéri Ml 0.048+0.00 0.048+0.00 / /
actéries
Gram positif Lm 0.048+0.00 0.048+0.00 8 /
EF 0.048+0.00 0.048+0.00 16 /
Bc 0.048+0.00 0.048+0.00 0.5 /
- Ec 0.048+0.00 0.048+0.00 0.5 /
Bactéries
Gram Pa 0.048+0.00 0.048+0.00 0.5 /
négatif
Stx 0.048+0.00 0.048+0.00 0.25 /
CA 26790 0.048+0.00 0.048+0.00 / 4
Levures CA 10231 0.048+0.00 0.048+0.00 / 8
CAIP 444 0.048+0.00 1.562+0.00 / 4

Stx : Salmonella typhimurium ATCC 13311 ; Pa : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ;
Ec : Escherchia coli ATCC 25912 ; Sa : Staphylococcus aureus ATCC 25923 ; Bc : Bacillus
cereus ATCC 10876 ; EF : 49452
monocytogenes ATCC 15313 ; MI : MicrococcusluteusATCC 9341. CA IP444:Candida
albicansiP444;CA10231: Candida albicansATCC10231; CA26790: Candida albicans ATCC
26790.

Enterococcusfaecalis ATCC : Lm Listeria

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons conclure que toutes les bactéries testées ont
exactement de la méme CMI vis-a-vis des deux huiles étudiées sauf pour Candida albicans
IP444 ou les CMI étaient de 0.048% pour 'H.E. du Thym et de 1.562% pour I’H.E. de
I’origan. On remarque également, que I'appartenance des souches bactériennes & Gram positif
ou a Gram négatif n'influe pas sur leur sensibilité, de ce fait, la susceptibilité des bactéries est
en effet indépendante du Gram, chose qui a ¢été rapportée par les travaux d’Ouattara et
al(203)et de De Dorman et Deans,(204).

Nos résultats sont en accord avec ceux des études antécédentes, ou I’H.E du Thym et de
I’origan avaient des effets bactéricides intéressantes avec faibles valeurs des CMI notamment
vis-a-vis d’ E. coli(115), lyse cellulaire vis-a-vis des bactéries du genre Bacillus (205) et un
effet

déprimés(206).L’importante bio-activité de I’HE d’origan est en relation avec sa teneur élevee

anti-candida induite de facon expérimentale chez des rats immuno-

en carvacrol et thymol (207).
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D’une maniére générale, I’activité antimicrobienne des substances naturelles s’explique par la
lyse de la membrane. Les huiles essentielles, flavonoides, alcaloides voire méme les tanins
pourraient induire une fuite d’ions de potassium au niveau de la membrane et par voie de
conséquences des lésions irréversibles au niveau de cette membrane. Cette perméabilité au
potassium est un effet précurseur de leur mort contournables pour les traitements
thérapeutiques des infections bactériennes humaines et animales(207).

A la lumiére des résultats obtenus lors de ce présent travail et en se basant sur la littérature, on
peut confirmer un important effet inhibiteur des deux huiles essentielles Thymus ciliatus et
Origanum vulgare. De ce fait le recours a I’utilisation de ces deux huiles constitue une
alternative dans le domaine d’infectiologie pour le traitement des infections humaines
d’origine bactérienne et/ou fongique mais aussi dans les industries agro-alimentaires comme
additifs alimentaires. D’autant plus que leur utilisation en trés faible quantité leur confére un

avantage particulierement intéressant.
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Conclusion

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a regu un grand intérét
dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain
d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la
recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.
Selon ’OMS, plus de 80% de la population mondiale dépendent encore de la médecine
traditionnelle pour prendre soin de leur santé. Un grand nombre de plantes aromatiques
contiennent des composés chimiques ayant des propriétés biologiques différentes. Plusieurs
travaux de recherche ont été focalises sur les huiles essentielles extraites de ces plantes

aromatiques.

Les huiles essentielles ont toujours été employées par les civilisations du monde entier pour
leurs traditionnelles vertus thérapeutiques. Leur efficacité n’est plus a prouver et de
nombreuses publications ont étayé scientifiquement leurs différentes propriétés. Ce sont des
substances aromatiques d’une composition chimique complexe ce qui leur confére des
propriétés antimicrobiennes et antioxydantes trés intéressantes a mettre a profit dans la

préservation des produits alimentaires

En Algérie, nombreuses sont les plantes décrites pour leurs vertus médicinales, c’est en cela
que nous nous sommes intéressés a étudier les activités antioxydantes et antimicrobiennes des
huiles essentielles de deux plantes aromatiques qui sont trés utilisés par la population locale
pour se remédier de plusieurs maladies, mais aussi pour aromatiser des plats délicieux

caractéristique de la région de Tlemcen.

Thymus ciliatus. et Origanum vulgare récoltées toutes les deux dans la région de Tlemcen et
en ont fait I’objet d’ une extraction de leurs huiles essentielles et une évaluation de leur
potentiel antioxydant, antibactérien et antifongique. L’obtention des huiles essentielles de la
partie aérienne des deux plantes a été accomplie par hydrodistillation a I’aide d’un dispositif
de type Clevenger. La détermination du rendement en huile essentielle a montré une

rentabilité 2.8% pour le thym et 1.75% pour I’origan.

L’activité antioxydante des essences étudiées par la méthode de piégeage des radicaux libres
DPPH a montré que I’HE d’origan posséde une bonne activité antioxydante plus importante
que celle du Thym avec un IC50 de 1.54mg/ml et 2.91mg/ml respectivement et proche a celle
du BHT qui est de 1.05 mg/ml .

-
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En outre, I’activité antimicrobienne des huiles essentielles des deux plantes ont été testées
individuellement sur une multitude de microorganismes de référence ( 8 bactéries et 3
levures). L’huile essentielle d’Origanum vulgare et de Thymus ciliatus sont trés actives sur les
différents germes qui peuvent causées des infections communales ou nosocomiales. Ces
substances sont trés actives sur la quasi-totalité des bactéries testées. Leur importante action
sur Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus ainsi que les trois souches de levures
ouvre la perspective d’usage de ce type de molécules pour la prévention et la lutte contre
I’apparition, la transmission et la dissémination de bactéries résistantes, mais aussi pour la

bio-décontamination du matériel médical.

Nous pouvons conclure de cette étude que les huiles essentielles peuvent étre considérées
comme une alternative des préservatifs chimiques et des agents conservateurs trés prometteurs
dans I’industrie alimentaire.Ces sources potentielles d'antioxydants naturels peuvent étre aussi

exploitées dans des préparations pharmaceutiques et cosmétiques.

Nos résultats préliminaires montrent que les huiles essentielles obtenues témoignent
d’activités antimicrobiennes et antioxydantes in vitro. D’autres études approfondies sont

nécessaires et se resument dans les points suivants :

La détermination de la composition chimique des HE par GC-MS afin d’établir la

relation structure activité.

- L’étude de [Dactivité antioxydante par d’autres méthodes (FRAP, test de
blanchissement de la B-carotene.)

- L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’association de 1’huile essentielle
deThymus ciliatus et Origanum vulgare par le chekerboard test.

- Partant du fait qu’une substance pouvant étre trés active in vitro, peut perdre cette

activité une fois pénétrée dans le corps ; Une étude in vivo est souhaitable, pour

obtenir une vue globale sur ’activité antioxydante et antimicrobienne des extraits

testés.

- Evaluation d’autres effets biologiques in vitro comme in vivo des HE




Annexe



Annexe

Annexe n° 1: Préparation de quelques milieux de culture (Formule en g/L).
Milieux gélosés

Gélose Mueller-Hinton :

o Infusionde viande de boeuf ...... ... 300

o Hydrolysat de Cas€ine..........c.vitiiiiitiii e 17,5

LN 1116 (o) s P 1,5

L 11 [0 17

o Baudistillee ..o 1
pH =7,4

Gélose nutritive :

L o< 0110 ) U 15
o Extrait de VIande........ ..o 10
®  EXtrait de IeVUIC. . ..o, 2
o Chlorure de SOIUML. ... .ottt e e e e e e, 5
L . | Nt 20
o Baudistillee ... 1

Gélose Sabouraud :

L €1 [V Tolo 1T
40

L = o) (] 1O RPRTPRTRIN
10

L X - | SRR TPR
15

L - 1 o 1) (11 TSR ORRT
1

Milieux liquides

Bouillon nutritif :
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e Peptone
................................................................................................................................... 10
o Extrait de levure
......................................................................................................................... 5
e Chlorure de sodium
e Eau distillée
........................................................................................................................... 1000
pH=72
Bouillon Mueller Hinton :
o Hydrolysat de cadine............cooiiuiiiiiii i 17,5
o Infusion de VIiande de BocUT. ......oori e, 2
O AMIAON. oottt 1,5
I S 1Vl B T 01 | (< 1
pH=7,4
Bouillon Sabouraud :
0 UGS ..ot e e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e aaaeaaaaas
40
O PEPIONE. ...
10
0 B AU QiSO e ettt e ettt e e e e e e e e e et e eaeeeeeaaae
1
pH=5,8
Solutions
Eau physiologique :
0 BAU QISR ..ottt e e e ettt e e e e e e ee et eeeeeeeeesaertareereeees 1000
o Chlorure de sodium (NACH)........coiiiiiiiiieie s 9
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