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Abstract

Chemical composition of Thymus dreatensis, T. pallescens, T. munbyanus and Origanum
Sfloribundumrestricted to Algeria and the North Africa region was determined. Antioxidant and
antibacterial activities of the essential oils isolated by hydrodistillation were also determined. The
chemical composition of these oils was analyzed by GC and GC/MS system. Carvacrol (46,9 %),
linalool(30,4 %), thymol (37,7 %) and carvacrol (29,6 %) were the main components respectively
of T. pallescens, T. dreatensis, T. munbyanus and O. floribundum. All essential oils possessed
antioxidant activity, but this was dependent on the specific chemical composition and the method
employed to determine such activity. The antimicrobial test results showed that the essential oil of
T. pallescens has the strongest inhibition opposite the tested microorganisms and Staphylococcus
aureus 1s the most appreciable microorganism.

Keywords : Essential oils ; Antioxidant activity; Antimicrobial activity ; Thymus dreatensis ;
T. pallescens ; T. munbyanus ; Origanum floribundum ; Hydrodistillation ; GC and GC/MS system ;
Microorganisms.
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Résumé

Résumeé

La composition chimique de Thymus dreatensis, T. pallescens, T. munbyanus et Origanum
floribundum poussant en Algérie et en région Nord africaine a été déterminée. L’activité
antioxydante et antimicrobienne des HE extraites par hydrodistillation ont été aussi déterminées.

La composition chimique de ces huiles a été analysée par CPG et CG/SM. Le carvacrol
(46,9%), le linalool (30,4 %), le thymol (37,7 %) et le carvacrol (29,6 %) ont été les principaux
composants respectivement de 7. pallescens, T. dreatensis, T. munbyanus et O. floribundum.
Toutes les HE possédent une activité antioxydante, mais celle-ci est en relation directe avec la
composition chimique et a la méthode employée pour déterminer chaque activité. Le résultat du
test antimicrobien a montré que 1’huile essentielle de 7. pallescens a la plus forte inhibition vis-
a-vis des micro-organismes testés et que Staphylococcus aureus est le micro-organisme le plus
sensible.

Mots clés : Huiles essentielles ; Activité antioxydante ; Activité antimicrobienne ; Thymus
dreatensis ; T. pallescens ; T. munbyanus ; Origanum floribundum ; Hydrodistillation ; CPG et
CG/SM ; Micro-organismes.
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Introduction générale

12

La conservation et la valorisation de la diversité des ressources génétiques des plantes d'un
pays supposent d'abord la connaissance précise de ce patrimoine.

Les plantes médicinales et aromatiques demeurent une source inépuisable de
substances biologiquement actives. Dans la majorité des pays du Sud, ces plantes
constituent une composante fondamentale dans les secteurs de santé et agro-alimentaire.

La dégradation des lipides occasionnée par I'oxygéne de lair est un phénomeéne
inévitable qui entraine une altération des propriétés sensorielles (golt, odeur et couleur),
nutritionnelles et physiques des aliments dans lesquels elle apparait (Frankel, 1998). Il est
indispensable pour les industriels de retarder au maximum le processus d’oxydation. Limiter
le contact des produits avec I'air, la lumiére ou les traces de métaux, est efficace pour lutter
contre I'oxydation prématurée des lipides.

Cependant, lors de la fabrication, du transport ou du stockage des aliments, ces
précautions peuvent s’avérer difficiles a mettre en oeuvre ou insuffisantes, et I'ajout
d’antioxydants dans les formulations, représente une alternative souvent indispensable.
Les premiers antioxydants connus étaient issus de produits naturels. Puis les antioxydants
de synthése ont fait leur apparition, en raison de leur efficacité accrue. De nos jours, les
composés synthétiques sont critiqués en raison des problémes qu’ils peuvent engendrer
sur la santé. En effet, le BHT, le BHA et le TBHQ sont suspectés d’avoir des effets négatifs
sur la santé du consommateur (Namiki, 1990, Dapkevicius et al ., 1998). La recherche
s’oriente donc une fois de plus vers la nature d’ou elle espére y puiser I'antioxydant parfait,
a la fois sar et efficace.

D’'un autre coté, l'usage extensive des agents antimicrobiens chimiques dans la
meédication humaine ainsi que dans les élevages d’animaux conduit a la sélection de
souches bactériennes et fongiques plus résistantes (Friedman et al ., 2002).

Face aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques, le développement de la
recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers I'obtention de phytomédicaments
présentés sous diverses formes galéniques simples répondant aune réglementation précise
en matiére d'évaluation portant sur l'innocuité, I'efficacité thérapeutique et la stabilité.

Ainsi, les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup d’intéréts comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives.

Beaucoup de composés naturels, tels que les phénols et les acides organiques ont
été considérés dans ce contexte. Beaucoup d’épices, d’herbes et d’extraits possédent une
activité antioxydante et antimicrobienne qui est presque invariablement due a la fraction
d’huile essentielle qui est souvent un mélange complexe de différents composés dont
certains sont dotés de ces propriétés.

La famille des Lamiacées est 'une des familles les plus utilisées comme source
mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antimicrobien et antioxydant (Bouhdib et al.,
2003).

L'Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales, au regard de sa superficie
et de sa diversité bioclimatique. Les genres Thymus et Origanum comprennent plusieurs



Introduction générale

especes botaniques réparties sur tout le littoral et mémes dans les régions internes
jusqu’aux zones arides. La majorité des espéces recensées en Algérie sont endémiques.
Ces espéces sont trés riches en huiles essentielles et sont utilisées en médecine populaire
pour leurs propriétés antiseptiques, antidiarrhéiques et antibronchiques (Bruneton, 1993).

Les plantes sur lesquelles a porté notre choix sont trois espéces du thym (Thymus
pallescens, Thymus munbyanus et Thymus dreatensis) et une espéce d'origan (Origanum
floribundum) provenant de diverses régions d’Algérie.

Au cours de ce travail, nous essayerons de :

Localiser les organes sécréteurs des huiles essentielles du thym et d’origan.
Evaluer le rendement et la cinétique d’extraction.

Déterminer certaines caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles
extraites par hydrodistillation.

Analyser qualitativement les huiles essentielles par chromatographie phase gazeuse
(CPG).

Analyser quantitativement les essences du thym et de I'origan par chromatographie
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM).

Evaluer I'activité antioxydante et antimicrobienne des différentes essences étudiées.

13
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Chapitre | : Les huiles essentielles

Historique

L'utilisation connue des plantes se prolonge sur environ 5000 années, commencant par les
civilisations égyptiennes, chinoises, et indiennes antiques.

Les huiles essentielles sont des substances naturelles existant depuis I'antiquité. Les
arbmes et les parfums furent parmiles premiers signes de la reconnaissance qui marquérent
la vie de 'Homme (Delaigne, 1930).

L'importance des ces huiles était fondamentale, elles sont a 'origine de I'industrie des
ardbmes. Bien qu’on connaisse plus de 3000 essences, il N’y en a guére que 150 qui aient
actuellement une importance commerciale (Friedland, 1975).

Définition

14

Huile essentielle ? Il est difficile de donner une seule définition, car « il n’y a pas
une réponse mais des réponses a cette question » (Naves, 1974). En effet la notion
d’huile essentielle peut varier avec le point de vue auquel se placent des personnes de
formations professionnelles aussi dissemblables que des botanistes, des phytochimistes,
des industriels, des parfumeurs ou des pharmacologues (Belaiche, 1979).

D’aprés Bernard et al . (1988), le nom d’essences ou huiles essentielles désigne
les principes volatiles généralement odoriférants synthétisés par I'organisme végétal. Ces
composés ont la propriété de se solubiliser dans les huiles et les graisses. Par conséquent,
ils ont recu empiriquement le nom d’huile essentielle. Le terme « huile » souligne le
caractére visqueux et hydrophobe de ces substances et le terme « essentielle » désigne la
caractéristique principale de la plante a travers ses exhalaisons.

Conner, (1993) les définit comme suit : « Les HE sont des produits odorants, volatils du
métabolisme secondaire d'une plante aromatique, normalement formés dans des cellules
spécialisées ou groupes de cellules ».

L’association frangaise de normalisation (AFNOR) définit une huile essentielle comme
étant un produit obtenu a partir d’'une matiere végétale, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus, soit par distillation
a sec. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés
physiques (AFNOR, 2000). Cette définition est restrictive car elle exclut aussi bien les
produits extraits a I'aide de solvants que ceux obtenus par tout autre procédé.

Bruneton (1993, 1999), définit les termes les plus couramment utilisés dans ce
domaine, tels que :

Pommade florale

C’est un corps gras parfumé obtenu a partir de fleurs, soit par enfleurage a froid, soit
par enfleurage a chaud.
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Résinoide
C’est un extrait a odeur caractéristique, obtenu a partir d’'une matiére premiére seche
d’origine naturelle, par extraction a I'aide d’un solvant non aqueux.

Absolu

C’est un produit ayant une odeur caractéristique, obtenu a partir d’'une concréte, d’'une
pommade florale ou d’'un résinoide par extraction a I'’éthanol et a température ambiante.
La solution éthanolique obtenue est généralement refroidie et filtrée dans le but d’éliminer
les cires.

Epices
C’est des produits végétaux naturels ou mélanges de ceux-ci, sans matiéres

étrangeéres, qui sont utilisés pour donner de la saveur et de I'arbme et pour assaisonner les
aliments ; le terme s’applique a la fois au produit entier et au produit en poudre.

Concrete

C’est un extrait a odeur caractéristique obtenu a partir d’'une matiére premiére fraiche
d’origine végétale, par extraction au moyen d’un solvant non aqueux, suivie de I'élimination
de ce solvant par des procédés physiques.

Propriétés physico-chimiques

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment un
groupe trés homogéne (Bernard et al., 1988, Bruneton, 1993 ). Les principales
caractéristiques sont :

Liquides a température ambiante.

N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

Volatiles et trés rarement colorées.

Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpénes.

Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et
en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice élevé,
cependant une teneur élevée en dérivés oxygénés produira I'effet inverse

Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants
organiques mais peu soluble dans 'eau.

Douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de composés
asymeétriques.

Trés altérables, sensible a 'oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu
a la formation de produits résineux, il convient alors de la conserver a I'abri de la
lumiére et de I'air.

Composition chimique

Le nombre des molécules chimiquement différentes qui constituent une huile essentielle
est variable. La plupart sont poly-moléculaires, (jusqu’a 1000 molécules différentes dans

15
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I'huile essentielle de Rose) (Belaiche, 1979). A coté des composés majoritaires (entre
2 et 6 généralement), on retrouve des composés minoritaires et un certain nombre
de constituants sous forme de traces (Pibiri, 2006). Les HE des plantes sont souvent
composeées d’essences et d'une résine dissoute dans I'essence (Le Louarn, 1994).

Ces composés appartiennent a deux familles chimiques bien distinctes a savoir :

Les composés terpéniques ;
Les composés aromatiques dérivés de phénylpropane.

D’apres Pibiri (2006), la structure des composés des huiles essentielles est constituée d’'un
squelette hydrocarboné, constituant une chaine plus ou moins longue. Sur ce squelette
de base est souvent présent un ou plusieurs sites fonctionnels semblables ou différents.
La majorité des sites fonctionnels sont des sites oxygénés avec un ou plusieurs atomes
d’'oxygéne (O), pour quelques groupes fonctionnels azotés (N) ou soufrés (S).

Selon Mailhebiau(1994), Franchomme, Pénoél et al., (1990), cette structure varie en
fonction :

du nombre d’atomes de carbone qui la constitue :
—  Les monoterpénes,
—  Les sesquiterpénes,
— Rarement les diterpénes .

du caractére saturé ou insaturé des liaisons,
de leur agencement : linéaire ou cyclique,
de la configuration spatiale(forme de chaise, de bateau, de triédre...),
de la nature des groupes fonctionnels a savoir :

—  Terpénes : R1-HC=CH-R2,

—  Alcools terpéniques : R-OH,

—  Cétones :R1-CO-Ro,

—  Phénols :CgHg-OH,

— Aldéhydes: R-CHO,

—  Esters: R1-COO-Ro,

—  Ethers :R1-O-Ro.

Groupes chimiques des HE

16

Le Louarn (1994)classe les HE en trois grands groupes : les HE hydrocarbonées, les HE
oxygénées et les HE sulfurées.

Les HE hydrocarburées

Elles contiennent surtout des terpénes ou carbures d’hydrogéne, tels le thyméne, le
terpinéne, le ciméne, le limonéne, les sesquiterpénes, etc. Exemples types : HE de thym,
d’origan, de citron, de cypres.

Les HE oxygénées

Leurs essences sont généralement solides. C’est le cas de I'essence de rose et de
menthe.
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Les HE sulfurées

Elles sont présentes dans plusieurs especes de la famille des Cruciféres (choux,
moutarde, etc.), mais aussi dans certaines Liliacées (ail, oignon, etc.).

Localisation des huiles essentielles

Parmi les espéces végétales (800 000 a 1 500 000 selon les botanistes) 10 % seulement
sont dites « aromatiques », c’est-a-dire qu’elles synthétisent et sécrétent des infimes
quantités d’essence aromatique par l'intermédiaire de poils, poches ou canaux sécréteurs
(Bruneton 1993). Les genres capables d’élaborer les constituants des huiles essentielles
sont répartis dans un nombre de familles limité ; Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae, Piperaceae,...(Durvele,
1930, Bruneton, 1999).

Les teneurs en huiles essentielles sont généralement tres faibles, a I'exception de celle
du bouton floral de giroflier ou le rendement en huile essentielle atteint largement les 15
% (Makhlouf, 2002).

Fonction biologique des huiles essentielles

Bien que de nombreuses hypothéses aient été avancées pour expliquer les raisons de la
synthése de I'essence par la plante, nul ne sait avec exactitude les raisons pour lesquelles
la plante fabrique son essence. (Richard, 1992). Mais ce qui est probable, c’est que le rble
des HE au niveau du matériel végétal est intimement li€ a leur situation.

Par exemple, ces huiles conférent un réle répulsif vis-a-vis des prédateurs et attractifs
pour les insectes pollinisateurs. Un feuillage renfermant une teneur élevée en essences
végétales (Laurier) le protége des herbivores. La présence des HE au niveau des racines,
des écorces, du bois, confére a la plante un effet antiseptique vis-a-vis des parasites
telluriques.

Certains terpénes linéaires interviennent dans le métabolisme de la plante, ils peuvent
étre employés comme source énergétique (Guignard, 1996).

Toxicité des huiles essentielles

Alors que de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits sur le
marché, la toxicité des huiles essentielles est moins investiguée. La plupart du temps, sous
le terme de toxicité sont décrites des données expérimentales accumulées en vue d’évaluer
le risque que représente leur emploi. Les interactions de ces produits avec les médicaments
sont aussi peu mentionnées (Pibiri ,2006).

Cependant quelques informations sur certaines toxicités sont décrites par la littérature
a savoir :
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Toxicité par ingestion

En régle générale, les huiles essentielles d’'usage commun ont une toxicité par voie
orale faible ou tres faible avec des DLggsupérieures @ 5 g/kg. En ce qui concerne la

sarriette et 'origan la toxicité est un plus élevée autour des 1,4 g/kg (donnée observée
chez I'animal) (Bruneton, 1999). Chez 'homme des intoxications aigues sont possibles.
Les accidents graves, les plus souvent observés chez les petits enfants, sont provoqués
par I'ingestion en quantité importante d’huiles essentielles : girofle (eugénol), eucalyptus,
gaulthérie (salicylate de méthyl) (Pibiri ,2006).

Toxicité dermique

Le large usage que font la parfumerie et la cosmétique de ces huiles essentielles a suscité
de nombreux travaux sur leur éventuelle toxicité (aigue ou chronique) par application locale.
Tous les ouvrages traitant des huiles essentielles donnent des concentrations maximales,
les évictions, et les mises en garde nécessaires. Le thym, I'origan, la sarriette sont connues
pour leur pouvoir irritant, 'angélique et la bergamote sont photosensibilisantes, la cannelle
est dermocaustique et allergisante pour les peaux sensibles (Pibiri, 2006).

Toxicité selon la composition

Certains auteurs (Franchomme et al ., 1990, Mailhebiau, 1994) se basent sur la
composition des huiles essentielles et les toxicités relatives des familles biochimiques
auxquelles elles appartiennent. Une utilisation prolongée des huiles essentielles a thuyones
(thuya, absinthe, sauge officinale) est neurotoxique. Ces huiles, dont la liste n’est pas
exhaustive, sont inscrites dans un décret du Code de la Santé Publique Frangaise datant
de 1986 visant a interdire leur vente en France. Certaines d’entre elles sont néanmoins en
vente libre dans les autres pays européens moins restrictifs, la Suisse incluse (Pibiri, 2006).

Toxicité sur cellules animales ou humaines

Certaines huiles essentielles se révélent cytotoxiques. Les huiles essentielles de thym et
de lavande selon la phase dans laquelle elles sont mises en contact (la toxicité du thym
est augmentée par contact en phase liquide et réduite en phase gazeuse, alors que c’est
inverse pour la lavande (Inouye, 2003), sont cytotoxiques pour des cellules de hamster
chinois. Par ailleurs, des huiles essentielles de différentes variétés d’origan ont montré une
forte cytotoxicité sur des cellules humaines dérivées de cancers (Sivropoulou et al .,
1996).

Utilisation des HE
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Les domaines d’application des huiles essentielles difféerent selon la plante dont elles
proviennent mais surtout de la partie du végétal dont elles sont extraites (la fleur, la feuille,
les racines et la graine). D'une maniére générale, les essences extraites des racines sont
reconnues pour leur action sur le systéme nerveux, celles extraites des graines et des fleurs
pour leur impact sur I'ensemble du systeme digestif et celles issues des feuilles pour leur



Chapitre | : Les huiles essentielles

bienfait sur les systémes respiratoire et cardiaque (Anonyme, 2005). A cet effet, les HE sont
recommandées en usage antibiotique, antiviral, antiseptique, fongicide, cicatrisant, digestif,
anti-inflammatoire, sédatif, etc. (Richard, 1992).

En industrie agro-alimentaire

Les HE possédent des profils de composition chimique différents, elles sont utilisées
comme agents naturels de conservation des aliments. Leur utilisation comme agents de
conservation est due a la présence de composés ayant des propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes (Conner, 1993).

Elles sont également employées comme agents aromatisants naturels. Selon
Bruneton (1993), la part des HE dans I'aromatisation ne cesse de croitre au dépend des
composés aromatiques de synthése.

Aromathérapie

Dans notre société moderne, la médecine courante, d’orientation allopathique, se trouve
confrontée a des problémes majeurs : l'inefficacité des antibiotiques face a certains germes
pathogénes devenus résistants, le manque de substances antivirales, 'augmentation des
déficiences immunitaires des individus, le cercle vicieux auquel aboutit la prescription
continue de médicaments psychotropes (Richard, 1992)

L'aromathérapie propose des solutions alternatives a ces problemes. Alors que les
microbes deviennent de plus en plus résistants aux structures moléculaires de synthése
des antibiotiques, ils se heurtent plus difficilement a l'infinie diversité et a la complexité des
HE (Richard, 1992). Elles apportent a I'organisme, les concentrés de la nature les plus
précieux pour rétablir ou conserver I'équilibre indispensable a la santé (Anonyme, 2005).

Procédés d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d’obtention des HE intervient d’'une fagon déterminante sur sa composition
chimique (Garnero, 1977).

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I'extraction des essences végétales,
cette diversité est due a la variété des matiéres premieres et a la sensibilité considérable
de certains de leurs constituants.

Expression a froid

Dans le cas de certaines essences d’agrumes (citron, orange), on procéde par expression
a froid du zeste frais, soit manuellement ou a I'aide d’'une machine.

Extraction a la vapeur d’eau

L'extraction a la vapeur d'eau, connue depuis la plus haute antiquité, transmise par les
Arabes et perfectionnée par les Grassois, est un procédé utilisant la vapeur d'eau pour

19



Huiles essentielles de thym et d'origan

20

séparer les substances aromatiques. Ce procédé est considéré comme étant le seul moyen
compatible avec un usage médical.

Entrainement a la vapeur d’eau

Ce procédé consiste a récupérer 'HE des plantes en faisant passer a travers ces derniéres
un courant de vapeur d’eau, ces vapeurs saturées en composés organiques volatils
sont condensées et récupérées par décantation. Les phénoménes intervenants lors de
'entrainement a la vapeur seraient 'osmose et la diffusion libre (Guenther, 1972).

Hydrodistillation

Ce mode d’extraction a été proposé par Garnier en 1891, c’est la méthode la plus utilisée
pour extraire les HE et pouvoir les séparer a I'état pur mais aussi de fournir de meilleurs
rendements. Le principe consiste a immerger directement la matiére végétale a traiter dans
un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogénes vont
se condenser sur une surface froide et 'HE sera alors séparée par différence de densité
(Bruneton, 1993). L'extraction qui s’effectue a température élevée et a pH acide durant une
période plus au moins longue peut engendrer des réactions secondaires au sein de 'HE a
savoir : hydrolyse, élimination, cyclisation et réarrangement (Benhabiles, 1995).

Hydrodistillation par micro-ondes sous vide

Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement de micro- ondes
dans une enceinte dont la pression est réduite de fagcon séquentielle, 'HE est entrainée dans
le mélange isotopique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée. Trés rapide
et peu consommateur d’énergie, ce procédé fournit un produit de qualité et de quantité
supérieure a celle obtenue par I'hydrodistillation (Bruneton, 1999).

Extraction a ’eau surchauffée

Ce mode d’extraction utilise I'eau surchauffée sous pression entre 125 et 175 °C. Il utilise
'eau désoxygénée qui traverse une cellule ou se trouve la matiére végétale. Cette cellule
est maintenue a une pression d’environ 20 bars et a température constante dans une étuve.
Ce procédé utilisé avec du romarin donne un rendement plus élevé en composés oxygénés
que lors de I'entrainement a la vapeur (Basil et al ,. 1998).

Extraction distillation simultanées (SDE)

L'extraction distillation simultanées ou SDE (Simultaneous Distillation Extraction) est une
extraction liquide-liquide qui est menée dans I'appareil de Likens et Nikerson modifié.
Principe

Les composés volatils entrainés par la vapeur d’eau sont extraits par des vapeurs de
solvant que I'on condense ensuite dans un réfrigérant puis on recycle en continu le solvant.
Cet appareillage, initialement congu pour I'étude de la biére, par la suite été étendu a un
grand nombre d’arébmes (Vermin, 1982).

Fractionnement

Cette opération de distillation consiste a séparer plusieurs constituants d’'un mélange liquide
par échange de matiére entre une phase vapeur et une phase liquide, au moyen d’une série
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de vaporisations et de condensations entre ce liquide et cette vapeur qui chemine a contre
courant dans une colonne. Elle permet de séparer des composants de mélanges liquides
dans un état de grande pureté (Cicile, 1994, 2002).

Extraction par le CO9 a I’état supercritique

Ce procédé est basé sur le fait que le CO2 dans des conditions dites critiques (fortes

pressions) présente un pouvoir de dissolution accru vis-a-vis de divers composés tels que
les HE, les arébmes et les colorants ... (Mayer, 1989).

Cette méthode utilisée d'abord en brasserie pour obtenir des extraits de houblon,
semblait a priori intéressante d'une part pour augmenter le rendement d’extraction, d'autre
part le CO2 s'évaporant complétement ne laissait aucune trace toxique dans I'huile
essentielle. Elle trouve un intérét tout particulier au niveau des produits naturels, car elle
conduit a des extraits « cceur de la nature » souvent trés proches de I'odeur de la matiére
premiére traitée et exempts de solvants organiques (Pellerin, 2001).

Grace aux caractéristiques du CO»> a I'état supercritique, en particulier celle d’étre un

solvant a « géomeétrie variable », nous pouvons donc obtenir a basse pression des extraits
dont la composition est de type « huile essentielle », & haute pression des extraits dont la
composition est de type « concréte ». Evidemment selon les conditions opératoires, on peut
en théorie obtenir tous les extraits intermédiaires (Pellerin, 2001).

Extraction au moyen de solvants

Certains organes de végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent
pas les traitements par entrainement a la vapeur d’eau et I'hydrodistillation. C’est le cas
des fleurs de jasmin, d’ceillet, de tubéreuse, etc. Il faut donc, pour ces végétaux, recourir a
d’autres méthodes d’extraction des composés odorants volatils. Ces autres méthodes sont
I'extraction par les solvants fixes (enfleurage et macération) et volatils (Garnero, 1996).

Extraction par solvants fixes

Enfleurage : Ce procédé met a profit le caractére liposoluble des composants odorants des
végétaux (Bruneton, 1993). Il consiste, dés la récolte de fleurs fraiches, a les intercaler
entre des couches de graisse animale qui retenait le parfum. La "pommade" parfumée était
lavée a l'alcool qui retenait le parfum. Pour la rose, la fleur d'oranger, I'acacia, le mimosa,
I'enfleurage a froid étant insuffisant, on procéde ainsi a une immersion dans de la graisse
chauffée a 80 °C.

Macération : Ce procédé exige que les graisses utilisées soient chaudes, ce qui a pour
effet d’augmenter leur pouvoir adsorbant. Cette technique est rapide et s’applique aux fleurs
dont l'activité physiologique cesse a la cueillette. L'extraction est réalisée par immersion des
fleurs fraichement cueillies et constamment renouvelées dans un bac de graisses chaudes
jusqu'a atteindre la saturation. Un épuisement a I'alcool absolu est généralement appliqué
sur cette graisse (Blakeway et Salerno, 1987).

Extraction par solvants volatils
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Selon Banthorpe et Charwood (1972), elle consiste a la mise en contact de la matiére
végétale avec un solvant qui dissout et extrait les constituants odorants solubles de la plante,
le solvant ainsi chargé (le miscella) est ensuite évaporé et récupéré.

Les matiéres végétales renferment souvent a cbété d’'une tres faible quantité de
composants aromatiques, un ballast énorme, solide ou liquide, qu'il faut séparer. Pour
séparer ces composants aromatiques du ballast, deux types d’extraction ont été utilisés :

Extraction solide / liquide : C’est-a-dire 'opération de transfert ou d’échange

de matiére entre une phase solide (la matiére a extraire) et une phase liquide (le
solvant d’extraction). Elle est réalisable soit par simple contact (a étage unique),
I'extraction dans ce cas est souvent incompléte méme avec un trés bon solvant ;
soit par contacts multiples, a co-courants paralléles ou a contre-courant (extraction
méthodique), cette derniére est plus économique (Leybros et Frémeaux, 1990).

Extraction liquide / liquide : C’est-a-dire I'opération de transfert ou d’échange de
matieére entre deux phases liquides, la solution et le solvant. L'extraction systématique
en continu, utilisée pour extraire un constituant particulier ou pour en éliminer
d’autres, en utilisant deux solvants non miscibles a pouvoir dissolvant plus spécifique
de chaque groupe (Moulin et al. , 2002).

Analyse des huiles essentielles

Selon la Pharmacopée frangaise et européenne, le contrdle des huiles essentielles
s’effectue par différents essais, comme la miscibilit¢ a I'éthanol et certaines mesures
physiques : indice de réfraction, pouvoir rotatoire et densité relative. La couleur et 'odeur
sont aussi des paramétres importants (Pibiri, 2006).

La meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d’'une huile essentielle reste
cependant le profil chromatographique en phase gazeuse. |l permet de connaitre trés
exactement la composition chimique et de rechercher d’éventuelles traces de produits
indésirables tels des pesticides ou des produits chimiques ajoutés.

Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
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La chromatographie est une puissante technique de séparation qui trouve de nombreuses
applications dans tous les domaines de la science. (Skoog et al. , 2003).

La CPG s’est montrée une méthode appropriée pour la séparation et I'identification des
composants d’'une HE, elle réalise a la fois une analyse qualitative et quantitative (Paris
et Godon, 1979).

Principe

En CPG, I'échantillon est vaporisé et injecté en téte de colonne. L’élution est assurée par
un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. La CPG est basée sur le partage de I'analyte
entre une phase gazeuse mobile et une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface
d’un support inerte (Skoog et al. , 2003).

Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont inégalement
retenus par la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. De ce phénoméne appelé
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« rétention », les solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale entre eux et
inférieure a celle de la phase mobile, ceci les conduit a sortir de la colonne les uns aprées les
autres. On enregistre d’abord un signal dit ligne de base en présence du gaz vecteur seul,
puis un pic au passage de chaque soluté séparé (Tranchant et al ., 1995).

Spectrométrie de masse (SM)

Selon Skoog et al. , (2003), la spectrométrie de masse est sans doute, parmi toutes les
techniques analytiques, celle dont le domaine d’application est le plus étendu. En effet, elle
peut fournir des informations concernant la composition élémentaire d’un échantillon ; la
structure de molécules inorganiques, organiques et biologiques ; la composition qualitative
et quantitative de mélanges complexes, ... etc.

Vu sa capacité a identifier un trés grand nombre de composés présents dans le mélange
a analyser, elle représente le couplage le plus utilisé dans divers secteurs notamment avec
la chromatographie phase gazeuse (Tranchant, 1982 ; Rouessac et Rouessac, 1995).

Le couplage CG/SM

La complexité des mélanges a analyser dans des domaines trés différents a conduit au
développement de techniques de plus en plus sélectives pour permettre la caractérisation
de composés souvent présents a I'état de traces. Au cours des vingt derniéres années, les
avancées obtenues dans ces domaines d’analyse tiennent principalement a deux raisons :
dans le domaine de la séparation chromatographique et, en particulier, de la CPG, au
développement de colonnes chromatographiques capillaires a trés haute résolution ; dans
le domaine de la détection, au développement en routine des techniques de couplages, de
séparations chromatographiques avec la détection par SM.

La totale maitrise du couplage chromatographique avec la spectrométrie de masse
depuis le début des années 80 et la mise au point de spectrométres de masse tandems
commerciaux a permis 'utilisation des propriétés de sélectivité de ces deux techniques pour
pousser plus en avant les potentialités analytiques attendues de la combinaison de celles-
ci, laissant au couplage CG-SM toute la latitude pour affirmer sa sélectivité pour I'analyse
de mélanges complexes(Afnor, 2000).

Principe

Lorsqu’on soumet un composé moléculaire a cette analyse, on déclenche un processus a
plusieurs étages (Pradeau et Cohen, 1992) :

lonisation : les molécules présentes dans I'échantillon se volatilisent sous I'effet du
vide et de la haute température (200°C), il en résulte un mélange d’ions issus de la
fragmentation de départ.

— Accélération : les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation
sous l'effet d’'un champ magnétique augmentant ainsi leurs énergies
cinétiques.

—  Séparation : les ions seront distribués suivant leur rapport masse /
charge.

—  Détection : aprés séparation, les ions sont recueillis par un détecteur
sensible aux charges électriques transportées.
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—  Traitement du signal : le signal de sortie de I'appareil conduit au
spectre de masse qui constitue la représentation conventionnelle de
I'abondance des ions en fonction de leurs rapports : masse / charge.

L'appareillage CG/SM permet de fournir un chromatogramme accompagné d’'un ensemble
de spectres de masse correspondants a chaque pic chromatographique, ce qui permet
I'identification précise de la majorité des constituants séparés par la CPG.

Conclusion

L'utilisation du profil chromatographique est indispensable pour différencier dans une méme
espéce les variations chimiques induites par différents facteurs qui ont une influence sur la
biosynthése végétale, tels que I'ensoleillement, I'altitude, la nature et la composition du sol.
lls permettent de définir le chémotype ou race chimique de I'espéce concernée.

Cette notion de chémotype est fondamentale en aromathérapie car les indications
thérapeutiques qui découlent de ces divers éléments chimiques spécifiques peuvent étre
trés différentes.
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Monographie des plantes étudiées

Thym

Historique

Le thym a toujours accompagné la vie quotidienne de 'lhomme a des fins médicaux,
cosmétiques et culinaires. Connu par les Hippocrates et Dioscorides il était parmi les
premiéres plantes médicinales dans la région méditerranéenne.

Le nom thym provient du mot Grec « thymos » qui veut dire odeur, et a ce titre le thym
est trés largement utilisé en qualité de plante aromatique, en particulier dans la cuisine
méditerranéenne en tant que condiment (Richard et al. , 1985).

L'extréme variabilité et les hybridations interspécifiques, ont rendu la détermination des
espéces trés délicate (Quezel et Santa ,1963).

Environ 110 espéces différentes du genre Thymus se concentrent dans le bassin
méditerranéen (Jalas, 1971). A cet effet la région méditerranéenne occidentale semble étre
le centre d’origine de ce genre.

Caractéristiques botaniques

Classification

La famille des Lamiaceae (Labiatae) est 'une des familles botaniques les plus utilisées
comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antioxydant et antibactérien
(Bouhdid et al ., 2006). Elle regroupe entre 200 et 250 genres et entre 3200 et 6500
espéces (Anon, 2003, Dorman et al. , 2004).

Thymus est I'un des huit genres les plus importants en ce qui concerne le nombre
d’espéces chez la famille des Labiatae, bien que le nombre d’espéces de ce genre change
selon le point de vue taxonomique ; si nous adoptons un caractéere synthétique, il comporte
plus de 200 espéces. (Morales, 1997).

Selon la classification d’Engler en 1924 ,le thym appartient au :

Régne : Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Magnolipsida
Sous classe : Métachlamydées
Ordre : Tubiflorales
Famille : Lamiacées
Sous famille : Stachyoidea
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Genre : Thymus

Description morphologique

Le thym est une plante sous-ligneuse érigée ou prostrée, odorante, il forme des touffes
compactes tres ramifiées qui s’élévent a une vingtaine de centimétres au-dessus du sol. Il
pousse de fagon spontanée sur les coteaux secs et rocailleux et dans les garrigues.

Les feuilles du thym sont plus au moins contractées et les inflorescences sont en faux
verticilles. Le calice quant a lui, est tubuleux a deux lévres et la corolle est plus au moins
exserte a deux lévres aussi (Quezel et Santa, 1963).

Localisation et répartition géographique
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Dans le monde

Le thym est distribué dans le vieux continent, sur les cétes du Groenland et dans la région
macaronisienne (les canaries, Madére et les Agores).

C’est une plante trés répandue dans le nord ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et
Libye) ainsi que dans les montagnes d’Ethiopie, les montagnes d’Arabie du sud ouest et la
péninsule de Sinai. Passant par les régions arides de I'Asie occidentale jusqu’a I'Himalaya,
il peut méme atteindre les limites de la région tropicale et du Japon. Dans le nord, il pousse
en Sebérie et en Europe nordique. (Jalas, 1971).
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Figure 1: Répartition géographique du thym dans le monde (Stahl-Biskup, 2002)

D’aprés Djerrari et Crouzet (1985), plus de 27 espéces du genre Thymus poussent
entre I’Algérie et le Maroc (Tableau 1).
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Espérces Pays
Alzérie Ifarec

Thyunee afer +
Thnwneie adperisnsis +
Thyemuis bagsitcus
Thymmus biet-felanus F.
Thoymunee broussonealii B,
Thnnmes capitaing +
Thyencis commlalins +
Thyreeies ctfiotus D
Thyueee Comendtoius B, +
Thnwneie drealenss +
Thymus pallescens
Thywins gacoreusts +
Thomunee ghasdhlacts
Tinnmes groveos +
Thyentis herperidiim
Thyeetes birtus T,
Thyeanee bamesalatus +
Tinwmeee lopiebodrve M.
Thyemeis Justbanicus B,

+ + + + + +

+ + + + + +

Thoyeines miaroccamis B

Thyene mesdmboams +
Thnnneie rmuiicions +
Thyentis paliidus O

Thymnes paeudo- i
i oMY

Tinnemeie stursicices O
Thyencis serpiium
Thymms ovis

+ 4+ + + +

Tableau 1 : Especes du thym poussant en Algérie et au Maroc

En Algérie

Le genre Thymus inclut environ 300 espéces a travers le monde dont 11 sont localisées en
Algérie et 9 d’entre elles sont endémiques (Kabouche et al. , 2005). Ces espéces sont
réparties du Nord algérois a I'Atlas saharien, et du constantinois a I'oranais (Tableau 2).

Tableau 2: Principales localisations géographiques du thym en Algérie
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Espéce

Localisation et caractéristique

Thymus pallescens Boiss.
et Reuter

Commun dans le tell Endémique Algérien.

Thymus capitatus L.

Trés rare dans le sous secteur de l'atlas tellien

Thymus dreatensis Batt.
Thymus numidicus Poiret

Thymus guyonii De Noé

Trés rare dans le sous secteur du tell constantinois et de la
petite Kabylie.

Assez rare dans : Le sous secteur de I'atlas tellien, le secteur
du tell constantinois et petite et grande Kabylie.

Rare dans : Le sous secteur des hauts plateaux Algérois,
Oranais et constantinois.

Thymus lanceolatus Desf.

Rare dans : Le sous secteur de I'atlas tellien (Terni) et de
I'atlas tellien (Médéa, Benchicao). Le sous secteur des hauts
plateaux Algérois, Oranais (Tiaret) et constantinois (Aumale).

Thymus pallidus Coss

Trés rare dans le sous secteur de I'atlas Saharien
constantinois.

Thymus glandulosis Lag.

Thymus hirtus Willd.
Thymus algériensis Boiss.
et Reuter

Thymus munbyanus Desf.

Trés rare dans le sous-secteur des hauts plateaux Algérois et
Oranais.

Commun sauf sur le littoral.

Trés commun dans toutes les régions montagneuses et rare
ailleurs.

Endémique dans le nord du secteur algérois.

(Quezel et Santa, 1963)

Huile essentielle du thym

L’'HE du thym est extraite principalement a partir des feuilles et des sommités fleuries.

La tige fleurie du thym contient en plus de I'HE des flavonoides (thymonine, cirsilinéol
et 8-méthoxy- cirsilinéol) et des acides- phénols (nhotamment caféique et rosmarinique), des
tanins et une résine (Haraguchi et al ., 1996).

Selon la littérature, plus de 84 HE du genre Thymus ont été analysées de 1960 a 1989
(Stahl- Biskup, 1991).

L'HE du thym est une huile susceptible de présenter de grandes variations, qui sont
principalement d’origine génétique et édaphoclimatiques, elle dépend également de la
saison de cueillette (stade végétatif). D’aprés Viaud (1993), les résultats de l'analyse
chimique des HE du thym ont permis de définir 07 chémotypes, trés tranchées (Tableau 3).

Tableau 3: Les différents chémotypes de ’HE du thym (Viaud, 1993).
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Type du chémotype
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Teneur en composés
majoritaires

Propriétés médicinales

Chémotype a 1,8-cineole

80 a 90 % de cineole

Décongestionnant broncho-pulmonaire

Chémotype a géraniol
Chémotype a linalool

Chémotype a terpinéol

80 a 90 % de géraniol libre
estérifié

80 a 90 % de linalool libre
estérifié

80 a 90 % de terpinéol libre
estérifié

Antibactérien, antifongique et antiviral
Antibactérien, antifongique, viricide

Hémolytique

Chémotype a thymol

70 % de thymol en été

Anti- infectieux majeur

Chémotype a carvacrol

80 % de carvacrol en été

Antiseptique pulmonaire

Chémotype a thuyanol

50 a 60 % de trans- thuyanol
-4 10 a 20 % de terpinéol-4
10 a 20 % de cis-myrcénol-8

Bactéricide, viricide et neurotonique.

Principales utilisations du thym

Le thym posséde un large spectre d’utilisation, parmi lesquelles on peut citer :

Confection de savons, parfums et détergents.

Considéré comme une herbe médicinale avec une action antispasmodique,
fluidifiante réduisant la flatulence.

Son usage est trés reconnu pour soulager les symptomes de la bronchite,
inflammation des voies respiratoires, troubles gastro-intestinaux, traiter la stomatite, la
laryngite et les blessures cutanées superficielles.

L'’herbe séchée est employée pour donner de la saveur a la viande, conserves et aux

sauces.

Le thym produit un miel distinctif qui commence a trouver des marchés de place en

Europe et en Asie.

Origan

Historique et origine

L'origan a toujours joué un réle important dans nos vies quotidiennes. Elle est employée en
médecine traditionnelle et beaucoup d’autres utilisations.

Plante mellifére vivace, pousse de préférence sur les talus ensoleillés des pays du
bassin méditerranéen (Richard, 1992).

Le genre Origanum comporte plusieurs espéces aromatiques de la famille des Labiées,
il est originaire du Sud Est méditerranéen et d’Asie occidentale (Vokou et al ., 1993 ).

Le nom origan dérive de deux mots grec ;

Oros

: montagne ou colline et

Ganos : ornement, parce que cette plante préfére une altitude plus élevée dans le climat

méditerranéen.
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Caractéristiques botaniques

Classification

Le genre Origanuminclut des arbustes nains dicotylédones, des plantes annuelles,
bisannuelles ou vivaces qui se reproduisent dans les secteurs chauds et montagneux.

Selon la classification d’Engler en 1924, I'origan appartient au :

Régne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Magnolipsida

Sous classe : Métachlamydées

Ordre : Tubiflorales

Famille : Labiacées

Sous famille : Stachyoideae

Genre : Origanum

Description morphologique

L'origan est une plante herbacée ou sous-ligneuse a la base. Haut de 30 a 90 cm, il
représente des tiges carrées portant une quarantaine de branches a feuilles vert foncé,
petites et ovales. Les inflorescences sont en épis, eux-mémes réunis en inflorescences
composeées (Richard, 1992).

Le calice de 'origan est tubuleux a cinq dents courtes, bilabié ou non. La corolle quant
a elle est blanche, rosée ou bien violette (Quezel et Santa, 1963).

Répartition géographique

Dans le monde

L'origan pousse surtout dans les pays méditerranéens, notamment au Maghreb, c’est le cas
par exemple de I'Origanum glandulosum et de I'Origanum floribundum. Cette plante vivace
pousse également dans de nombreux pays d’Europe et d’Asie, notamment en Chine et en
Inde (Ruberto et al., 2002). La figure 2 représente la répartition de I'origan dans le monde.
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Figure 2 : Répartition géographique de I'origan dans le monde (Pignatti, 1982)
En Algérie

L'origan est une plante répandue en Algérie, elle est représentée par deux espeéces :
Origanum glandulosum et Origanum floribundum. Cette derniére est d’ailleurs une espéce

endémique algérienne (Quezel et Santa, 1963). Le Tableau 4 indique la localisation des
deux espéces.

Tableau 4: Répartition géographique des deux espéces d’origan en Algérie

Espéces Localisation et caractéristiques

Origanum glandulosum Desf. Commune dans tout le Tell. Endémique
Algéro-Tunisiene. Pousse dans les garrigues
et broussailles.

Pousse en péaturage et surtout en montagne.
Espéce rare dans le sous secteur du littoral et
le secteur de Kabylie. Endémique d’Algérie.

Origanum floribundum Mumby

Huile essentielle d’origan

Tous les origans renferment en quantité variable une huile essentielle fortement aromatique
(Garland, 1980). En moyenne, on extrait environ 1,8 % d’HE a partir des feuilles et des
sommités fleuries. Cependant, la qualité et la quantité de I'huile extraite varient selon la

génétique de la plante, stade végétatif, les procédes d’extraction et surtout les conditions
de I'environnement (Padulosi , 1997).

Le carvacrol est généralement le composé majoritaire de I'HE d’origan (35 a 74 %)
(Ultee et al .,1999, Azoudj, 1999), mais dans certains cas le thymol (isomére du carvacrol)
importe (Ruberto et al ., 2002, Chikhoune, 2004, Fadli et Kessi, 2005).
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L’étude de la composition chimique de 'huile essentielle de plusieurs espéces d’origan
a permis d’identifier les composés majoritaires pour chaque échantillon analysé. Les
résultats obtenus sont indiqués dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Principaux composés de certaines espéces d’origan

Principaux Composés Especes Références

Terpinéne-4-ol Origanum majorana Oussalah (1) et al. 2007

Carvacrol et/ou thymol | Origanum hirtum Kokkini et Vokou, 1989 Kokkini
Origanum onites et al. , 1991 Vokou et al. ,1988

et 1993 Ruberto et al. ,1993.

Sesquiterpénes Origanum vulgare Lawrence et al., 1984

Carvacrol et thymol [ Origanum floridundum | Aggoune et Harfi, 2006
-Cymeéne, y-Terpinene

Carvacrol et thymol Origanum virens Hohmann, 1968

Carvacrol et y-terpinéne | Origanum compactum Oussalah(1) et al., 2007

Principales utilisations de I’origan
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Utilisation comme épice

Différentes parties de la plante (feuilles, sommités fleuries huiles essentielles) sont
actuellement employées en industrie alimentaire en tant qu'épices. Elle est considérée
comme étant 'une des épices les plus répandues dans la région méditerranéenne (Carmo
et al. ,1989 ; Baseret al .,1992, 1993).

Utilisation en médecine traditionnelle

L'huile essentielle d’origan posséde un effet antiseptique, est légérement tonique et
digestive. Elle provoque la menstruation, apaise les nerfs, soulage les maux de téte et de
dents, elle aide aussi a luter contre les insomnies.

L'origan est aussi un anti-inflammatoire, antispasmodique expectorant, diurétique et
sudorifique. C’est un bon stimulant de I'appareil digestif, il est particulierement utile dans
diverses affections des voies respiratoires (Bronchique, trachéo-bronchite) elle calme la
toux en favorisant 'expectoration.



Chapitre Ill : Oxydation des lipides et antioxydants

Chapitre lll : Oxydation des lipides et
antioxydants

Introduction

Lorsqu’ils sont extraits de leur contexte de protection naturelle, tous les corps gras (ou
lipides ou matiéres grasses) subissent au cours de leurs conservation ou transformation des
altérations de type oxydatif. L’autooxydation d’'un corps gras est un phénoméne purement
chimique trés complexe mettant en jeu des réactions radicalaires capables de s’auto-
entretenir et qui ne nécessite que la présence de I'oxygéne atmosphérique (Castera-
Rossignol et Bosque, 1994).

Les premiers produits instables sont des hydroperoxydes dont la structure va dépendre
de la nature des acides gras attaqués. Les radicaux alcooxyles qui en dérivent par
scission, conduisent a de multiples produits secondaires dont la nature et le les proportions
dépendent de plusieurs parameétres. Parmi ces produits, apparaissent des molécules
volatiles (aldéhydes, hydrocarbures, cétones,...) qui engendrent des pertes considérables
au niveau des qualités organoleptiques et nutritionnelles de la matrice qui les contient, avec
I'apparition d’'une flaveur caractéristique « rance » modifiant ainsi la qualité marchande du
produit et conditionne directement sa durée de vie (Donelli et Robinson, 1995, Crapiste
et al ,1999, Kazuhisa, 2001, Judde, 2004).

Pour limiter ces dégats, la présence de produits a effetralentisseurs (chélateurs de
métaux, absorbeurs d’'oxygéne ...) de molécules dites antioxydantes serait indispensable
(Pascal, 1978).

Mécanismes généraux de I’oxydation des lipides

D’aprés Eymard (2003), I'oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies
réactionnelles en fonction du milieu et des agents initiateurs :

I'auto-oxydation catalysée par la température, les ions métalliques, les radicaux libres
la photo-oxydation, initiée par la lumiére en présence de photosensibilisateurs ;
I'oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase.

D’une maniere générale, un corps gras peut subir trois grands types d’altération :

Oxydation : 'oxygéne de I'air est dans ce cas le seul paramétre nécessaire et
indispensable a l'initiation des réactions de dégradation.

Hydrolyse chimique ou enzymatique qui conduit a la formation de glycérides partiels
et d’acides gras libres.

Altération thermique : chauffage pour des températures supérieures a 100 °C voir 150
°C, conduit a la formation de polyméres, de composés cycliques ou isomérisés.

33



Huiles essentielles de thym et d'origan

Auto-oxydation

L'oxydation des lipides est une réaction auto-catalytique. Il s’agit d’'un enchainement de
réactions radicalaires se déroulant en trois étapes (Figure 3). Une premiére réaction produit
un radical libre par élimination d’'un hydrogéne de I'acide gras (initiation). Puis les réactions
s’enchainent pour produire plusieurs radicaux libres (propagation) qui se combinent pour
former des composés non radicalaires (terminaison).

Acide gras insature
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Figure 3: Schéma général de I'oxydation des lipides (Eymard, 2003)

Mécanisme réactionnel de I’oxydation des lipides

La cinétique de la réaction d’oxydation suit une courbe exponentielle croissante (figure 4),
elle comporte trois phases distinctes (Eymard, 2003) :

Phase d’initiation

En présence d’un initiateur (1), les lipides insaturés (RH) perdent un atome d’hydrogéne pour
former un radical libre de lipide (R°) (radical, lipoyle).

RH H° + R° (1)
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Ce mode d’initiation, favorisé par une élévation de température, peut étre produit par
des radiations ionisantes, des générateurs chimiques, des systémes enzymatiques ou
chimiques produisant des espéces activées de I'oxygéne, ou de traces métalliques.

A ce stade, dit de peroxydation, la flaveur de rance peut ne pas étre perceptible, la
qualité marchande du produit non encore altérée.

Phase de propagation

Les radicaux libres formés fixent 'oxygene moléculaire et forment des radicaux libres
peroxyles instables (2) qui peuvent réagir avec une nouvelle molécule d’acide gras pour
former des hydroperoxydes (3)

R° + 02 ROO° (réaction rapide) (2)
ROO° + RH ROOH + R° (réaction lente) (3)

Cette étape se traduit aussi par I'évolution des hydroperoxydes en composés
secondaires d’oxydation, par deux voies principales (Judde, 2004) :

une voie dite de scission, conduisant par coupure a la libération de composés volatils,
notamment aldéhydiques, responsables des flaveurs de rance, caractérisés par un
seuil de détection tres faible ;

une voie dite de remaniement, conduisant suite a différents types de pontage intra
ou inter-acides gras a I'apparition d’acides gras oxydés, de triglycérides oxydés. A
ce stade dit de rancissement, la flaveur de rance est bien entendu perceptible, et
peut étre accompagnée par d’autres conséquences d’ordres fonctionnels (aspect,
couleur, texture) et d’ordre physiologique (altération des acides gras essentiels et les
vitamines liposolubles).

Phase de terminaison

Les radicaux formés réagissent entre eux pour conduire a un produit qui n’est pas un radical

libre (4, 5, 6).
ROO° + ROO® [ROOOOR] ROOR + O5(4)
R° +R° RR (5)
ROO® + R° ROOR (6)

Les hydroperoxydes peuvent également se décomposer par scission homolytique de la
liaison O-O pour former un radical alcoyl et un radical hydroxyl. Le radical alcoyl réagit avec
d’autres substrats et propage la réaction en chaine. Il peut également subir une scission
carbone-carbone de part et d’autre du radical pour former un radical alkyl et un radical
vinyl. Le radical alkyl peut réagir avec un hydrogene, un radical hydroxyl ou une molécule
d’'oxygéne générant ainsi des hydrocarbures, des alcools et d’autres hydroperoxydes.
Le radical vinyl peut réagir avec un radical hydroxyl, un radical hydrogéne ou I'oxygéne
moléculaire pour générer des aldéhydes et des hydrocarbures.

Photo-oxydation

La photo-oxydation est une voie importante de production d’hydroperoxydes en présence
d’'oxygéne, d’énergie lumineuse et de photosensibilisateurs tels que les hémoprotéines
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ou la riboflavine (Hultin, 1992). Les photosensibilisateurs (Sens) absorbent I'énergie

lumineuse et passent a I'état triplet excité (Sens3) (Hultin, 1994). Les photosensibilisateurs
interviennent dans I'oxydation des lipides selon deux types de mécanismes (Frankel, 1998).

Les photosensibilisateurs de type |, telle que lariboflavine, agissent comme les radicaux
libres initiateurs. Dans leur état triplet, elles arrachent un atome d’hydrogéne ou un électron
aux molécules lipidiques pour former un radical capable de réagir avec I'oxygene (7).

Sens3+ RH sens H + R° (7)

Selon le second mécanisme, les molécules photosensibles de type I, telles que la
chlorophylle et I'érythrosine, réagissent dans leur état excité (Sens3) avec l'oxygene triplet

(8) auquel elles transférent leur énergie pour donner de I'oxygéne singulet (1 09).

1

SensS+ 302 O + Sens (8)

L'oxygeéne singulet ainsi formé est trés électrophile et peut réagir directement sur un
acide gras insaturé (RH) formant ainsi un hydroperoxyde ROOH (9).

100+ RH ROOH (9)

Par la suite interviennent les réactions radicalaires en chaine de I'auto oxydation. Les
hydroperoxydes ainsi formés sont différents de ceux formés par autooxydation (Frankel,
1998).

Hyvdroperoxvdes
lipidigues

-----
.....
st

e Prudul.n flnanx
gras __.i‘ won valarils
ISATIIES

Pirodmits lTnaus
valatils

femps

initiation propagation ferminalson

Figure 4: Représentation simplifiée de la cinétique
d’oxydation des acides gras insaturés d’apres Judde (2004)

Voie enzymatique
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Le phénoméne d’oxydation des acides gras insaturés peut étre d’origine enzymatique.
Les deux enzymes principalement impliquées sont la lipoxygénase et la cyclooxygénase
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(Hultin, 1994). La lipoxygénase catalyse l'insertion d’'une molécule d’oxygéne sur un acide
gras insaturé selon une réaction stéréospécifique et aboutit a la formation d’hydroperoxydes.

Elle agit spécifiquement sur les acides gras non estérifiés. Son activité est donc souvent
couplée avec celle des lipases et phospholipases (Figure 5). La cyclooxygénase est une
lipoxygénase qui incorpore deux molécules d’oxygéne au niveau d’un acide gras pour
former des hydroperoxydes spécifiques (Eymard , 2003).

L'oxydation enzymatique se produit méme a basse température. Durant le stockage a
I'état congelé, I'activité enzymatique est trés faible. Cependant, une fois la décongélation
amorcée et des températures de 0°C a 4°C atteintes, il semblerait que cette activité reprenne
et s’accentue (Frankel, 1998).

Lipoxygénase
Ok

N

Acides Gras isaturés hibres = hydhoperoxydes —— Hyidroxy Acide gras

Lipases/plrospiolipases Metaux de transihon
Fhospholipmdes Radicanx hibres
Trzlveerdes u

AUTO-OXYDATION

Figure 5: Mécanisme d’initiation de la peroxydase des
lipides par 'activité lipoxygénasique (German et Kinsella, 1985)

Les initiateurs de I'oxydation des lipides

La phase d’initiation de I'oxydation des lipides peut étre déclenchée par plusieurs facteurs :
les formes activées de 'oxygéne, les enzymes, les métaux ou la chaleur (Hsieh et Kinsella,
1989, Hultin, 1994, Frankel, 1998).

Initiation par les formes activées de I’oxygéne

L'oxygéne moléculaire est, dans son état fondamental, a I'état triplet. Il ne peut réagir
directement avec les lipides car la barriere de spin est trop élevée. La réaction de 'oxygéne
avec les acides gras insaturés est rendue possible par trois types de mécanismes (Eymard
, 2003).

Le premier correspond aux voies de l'autoxydation qui résultent du départ d’un
hydrogéne d’une chaine d’acide gras sous l'influence de différents initiateurs comme les ions
des métaux de transition, et les formes activées de I'oxygéne comme le radical hydroxyle.
Le radical hydroxyle est trés réactif, il peut arracher un hydrogéne et former ainsi un radical
alkyle qui va initier la peroxydation lipidique.
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Le second mécanisme est la formation d'oxygéne singulet capable de réagir
directement avec les chaines grasses. C’est ce qui se produit généralement lors de la
photooxydation.

La troisiéme est liée a lintervention d’enzymes permettant une fixation directe de
I'oxygéne moléculaire.

Initiation par les métaux

Les métaux de transition jouent un réle important dans la génération des radicaux libres
de I'oxygene, ils sont les premiers activateurs des molécules d’oxygéne (Love, 1980). Au
sein des tissus biologiques, les principaux métaux de transition présents sont le fer et le
cuivre. Ces derniers catalysent 'oxydation des lipides par des voies enzymatiques et non
enzymatiques.

La voie non enzymatique intervient en présence d’agent réducteur tel que les
superoxydes, I'ascorbate et la cystéine (Kanner et al ., 1987).

En présence des métaux de transition, les hydroperoxydes produits par les enzymes,
seraient décomposés pour former des composés volatils responsables des mauvaises
odeurs.

L'initiation de I'oxydation lipidique par les métaux peut se faire par transfert d’électron
ou par formation de complexe de transition ou de complexe avec le peroxyde d’hydrogéne
qui catalysent I'auto-oxydation et la décomposition par la réaction redox (Frankel, 1998).

Facteurs environnementaux
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Les principaux facteurs impliqués dans 'oxydation des lipides au cours des procédés de
transformation et de conservation des produits alimentaires sont : la température, du pH,
de l'activité de I'eau et de la pression partielle en oxygéne.

La température

Une élévation de température favorise 'oxydation des lipides. L'oxydation des lipides est
d'autant plus rapide que la température est importante : le départ des hydrogénes allyliques
et la décomposition des hydroperoxydes en produits secondaires sont favorisés. Il est a
noter cependant, que la solubilité de lI'oxygéne diminue quand la température augmente. Il
existe donc un antagonisme entre ces deux paramétres (Eymard , 2003).

A basse température, la solubilité de l'oxygene est élevée: la température devient
alors le facteur limitant de la peroxydation lipidique. Au contraire, a température élevée,
la concentration en oxygéne dans le milieu est limitée, elle peut alors devenir un facteur
limitant de I'oxydation. (Khayat et Schwall, 1983).

Au contraire, la congélation est un bon moyen pour augmenter la durée de conservation
des produits (Genot, 2000), car les vitesses d'oxydations des lipides sont notablement
réduites a faibles températures. Lors du stockage a I'état congelé, il est nécessaire
d’atteindre des températures de — 40 °C pour arréter complétement I'oxydation, car a une
température de — 15 °C la formation de peroxydes reste possible (Ke et al ., 1977).

Le pH
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Le pH influence le déroulement de I'oxydation par le biais de plusieurs mécanismes (Genot
et al. ,2003). Premierement, pour les réactions d’oxydo-réduction faisant intervenir des

protons (H+) le potentiel redox décroit linéairement avec le pH.

Un pH acide favorise donc la réaction d’oxydation, en particulier quand des espéces
pro-oxydantes (ions des métaux de transition) ou antioxydantes (acide ascorbique par
exemple) solubles en phase aqueuse sont présentes.

Il intervient également dans la solubilité des composés impliqués dans l'initiation de
la réaction. Ainsi, plus le pH est bas, plus la solubilité et le potentiel redox de ces ions
métalliques, et donc leur réactivité vis a vis des molécules oxydables sont élevée (Eymard
, 2003).

L’activité de I’eau (Ay)

L'activité de I'eau d’'un systeme influence les réactions d’oxydation des lipides. L'effet de
I'eau est lié aux propriétés de solvatation des ions et des radicaux libres et a son activité
chimique.

Par solvatation, I'eau permet la mobilisation des substances pro-oxydantes ou
antioxydantes. Elle interagit avec les cations métalliques et les rend plus ou moins
disponibles dans la catalyse des réactions d'oxydation (Eymard , 2003).

Une trés faible activité de I'eau est également favorable a I'oxydation. Par contre, les
réactions initiées par des activités enzymatiques sont généralement fortement ralenties
quand l'activité de I'eau est inférieure a 0,7 (Frankel, 1998).

L’oxygéne

La concentration d'oxygéne (pression partielle en oxygéne) dans l'espace environnant le
produit et dans le produit lui-méme influence la vitesse d'oxydation.

Elle intervient également au niveau de la nature des produits secondaires formés
par décomposition des hydroperoxydes. Son incidence est donc a la fois sur la durée de
conservation du produit et la nature des odeurs percues quand le produit est oxydé (Eymard
, 2003).

Les antioxydants

Lors de la confrontation a une problématique d’oxydation, 'ambition consiste a retarder
les premieres réactions d’oxydation (allonger la phase d’initiation) mais en aucun cas a
supprimer la réaction d’oxydation, ce qui ne pourrait se concevoir qu’en absence totale
d’oxygéne.

Les bonnes pratiques de fabrication apportent plusieurs possibilités d’actions en ce
sens :

pour minimiser I'apport énergétique (température, lumiére) en optimisant les
conditions de stockage des matiéres premiéres et des produits finis ;

pour réduire le contact avec I'oxygéne, en optimisant les étapes du procédé
comportant une agitation et en employant les emballages actifs ;
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pour réduire la présence des métaux pro-oxydants, en introduisant cette spécificité
dans les cahiers de charges (matiéres premiéres) et en veillant a identifier les étapes
du procédé impliquant un matériel non inoxydable ;

et enfin, utiliser les antioxydants dans des conditions optimales.

Définition

Les antioxydants sont des substances qui, ajoutées a faible dose a un produit naturellement
oxydable a l'air, sont capables de supprimer, retarder ou empécher les processus
d’oxydation en augmentant le temps au bout duquel il y a une altération décelable du produit
(Gunstone et Norris, 1983).

Classement des antioxydants
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lls sont classés selon leurs mécanismes d’'action et selon leurs origines.
En fonction de leurs mécanismes d’action

Les antioxydants de type |

L’action des antioxydants de type | repose sur leur capacité a inactiver les radicaux libres.
lIs inhibent la propagation des réactions radicalaires en fournissant des hydrogénes aux
radicaux libres présents (10 et 11).

ROO° + AH ROOH + A° (10)
RO° AH ROH + A° (11)
(AH : antioxydant et A° : radical de I'antioxydant)

Les radicaux A° sont stables et ne possédent pas I'énergie suffisante pour arracher un
hydrogéne aux lipides, la propagation s’arréte alors. Les composés phénoliques naturels :
tocophérols, ou de synthése : butyl-hydroxy-toluéne (BHT), gallate de propyl appartiennent
a cette classe d’antioxydants (Lampi et al. , 1999, Kortenska et al. , 2002),. L'a-
tocophérol naturel ou de synthése est I'antioxydant le plus utilisé. Les tocophérols existent
naturellement sous forme de quatre isoméres : a, B, 8, y. L'efficacité d’'un antioxydant peut
étre augmentée par Il'utilisation d’'un mélange des isoméres du tocophérol (Alexa Ohm,
2005).

Parmi les extraits naturels qui sont susceptibles d’étre utilisés industriellement, les
extraits de romarin (Rosemarinus officinalis), la sauge (Salvia officinalis) et I'origan
possédent une activité antioxydante caractérisée par la capacité a inhiber les radicaux libres
(Basaga et al ., 1997, Vareltzis et al ., 1997, Madsen et al. , 1999). Les molécules
responsables de cette activité sont des molécules phénoliques et les acides carnosique et
romarinique et carnosol.

Les antioxydants de type Il

Ce type d’antioxydants prévient la formation des radicaux libres et peut intervenir par
différents mécanismes. Certains chélatent les ions métalliques réduisant I'effet pro-oxydant
des ions, c’est le cas des acide phosphorique et citrique, Iécithines (Gunstone, Norris,
1983, Chazan et Szulc, 1987). De méme, des chitosans, polyméres constitutifs des
carapaces de crabes, ont montré une activité antioxydante sur la chair cuite de Hareng
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(Clupea harengus) conservée 12 jours a 4°C. Cette activité antioxydante est attribuée a
la propriété de ces biopolymeéres a former des complexes avec les métaux de transition
(Kamil et al ., 2002).

L'acide ascorbique a une activité antioxydante a des concentrations supérieures a 0,5
% tandis qu’il posséde un effet pro-oxydant a faible concentration : 0,02 - 0,03 % (Decker
et Xu, 1998).

D’aprés Roeding-Penman et Gordon (1998), les flavonoides (un énorme potentiel
antioxydant naturel) rentrent dans cette catégorie d’antioxydants. lls agissent en piégeant
les radicaux libres et en complexant les métaux pro-oxydants.

Les antioxydants de classe lll

lls regroupent les facteurs de I'environnement qui ont une action antioxydante en agissant
sur le potentiel redox du milieu, la température, la pression en oxygéne, la lumiére.

L'emballage des produits permet ainsi de minimiser I'exposition a I'air et a la lumiére. La
mise sous vide permet de limiter les réactions d’oxydation et donc de prolonger la durée de
vie des produits. L'emballage peut également étre réalisé sous atmosphére modifiée (azote
ou CO2), méthode efficace mais peu utilisée (Eymard , 2003).

Les agents synergiques

Ce sont des molécules qui améliorent I'action de certains antioxydants ce qui se traduit
souvent par un accroissement de la période de protection. Parmi eux se trouvent : les acides
lactiques, tartriques et orthophosphoriques et leurs sels de sodium, potassium ou calcium.

L'efficacité des antioxydants peut étre augmentée par [l'utilisation d’'un mélange
d’antioxydant de type | et Il. Lassociation de ces deux types d’antioxydants permet d’'inhiber
les phases d’initiation et de propagation de I'oxydation des lipides (Frankel, 1998).

Autres types d’antioxydants

Certains composés protéiques posseédent une activité antioxydante. C’est le cas par
exemple de la carnosine (Kansci et al ., 1997), des concentrés protéiques obtenus a
partir du lait. lls sont susceptibles de complexer le fer.

En fonction de leurs origines

Les antioxydants sont classés en grandes familles a savoir :

Les antioxydants de synthése

Ce sont des molécules stériquement encombrées. Parmi ces antioxydants :

Le BHT (Butyl Hydroxy Toluéne)

Substance liposoluble largement utilisée depuis longtemps pour stabiliser les
matiéres grasses. Son utilisation est remise en cause actuellement en raison de
risques toxicologiques (Morelle, 1988, Martel et Pescal, 1992).

Le BHA (Butyl Hydroxy Anisol)

C’est un mélange de deux isoméres de position (3-BHA, 2-BHA), bien qu'il soit moins
efficace que le BHT, cet antioxydant est largement utilisé et apprécié pour sa grande
stabilité vis-a-vis de la chaleur. Son utilisation est aussi en discussion en raison de sa
forte toxicité (Morelle, 1988, Martel et Pescal, 1992).
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Le TBHQ (2-Tertiobutyl-4-hydroxyphénol)

Il est moins soluble dans les graisses mais plus efficace que les deux antioxydants
cités précédemment (Paquot et Cuvier, 1979, Tomopoulos et Grigoropoulou,
1982). Il est autorisé aux Etats -Unies a la dose de 0,05 mg/Kg mais il est interdit par
CEE car suspecté de génotoxicité (Chevolleau et al. , 1992)

Acide gallique et ses esters

Bien qu’il posséde une activité antioxydante plus importante que ses esters, il

est moins utilisé dans I'industrie agroalimentaire. Les gallates de propyle (E 310),
d’octyle (E 311) et de dodécyle (E 312) sont autorisés dans les huiles, margarines et
beurres a des teneurs de 100 mg/ Kg (Castera-Rossignol et Bosque, 1994). lIs sont
utilisés pour protéger les graisses animales, en synergie avec le BHA pour les huiles
végétales et sont nettement plus efficaces que le BHA et le BHT sur les saindoux
(Dziedzic et al ., 1986, Chazen et Szulc, 1987, Chevolleau et al. , 1992).

Les antioxydants naturels

lIs sont de plus en plus préférés aux produits de synthése. De nombreuses études portent
sur la recherche de molécules naturelles ayant des propriétés antioxydantes. Ainsi les
sources d’antioxydants naturels sont nombreuses et variées : concentrés de tocophérols,
extraits de plantes, huiles essentielles, poudre de miel, extraits de fruits, de légumes, de
thé... (Pszczola, 2001, Dorman et al. , 2004, Tepe et al ., 2005, Kumaran et
Karunakaran, 2006).

Parmi les antioxydants naturels, les tocophérols et tocitriénols, ils sont largement
employés et ont fait 'objet de nombreuses études (Frankel, 1998, Alexa Ohm, 2005).
lIs sont autorisés en alimentation humaine sous forme d’extraits naturels ou sous forme
d’'isoméres de synthése. Leur grande solubilité dans les huiles et les graisses leur confére
un intérét particulier et ils sont capable d’interrompe la réaction en chaine en agissant
comme donneurs d’hydrogéne vis-a-vis d’'un radical hydroperoxyde. L’activité relative des
tocophérols dépend du nombre de groupement méthyles sur le cycle aromatique (Chazen
et Szulc, 1987, Chevolleau et al. , 1992).

L’acide ascorbique est considéré comme un synergiste car, en se transformant en acide
dihydro-ascorbique, il permet d’hydrogéner les antioxygénes phénoliques oxydés par les
peroxydes et il complexifie les métaux pro-oxydants (Richard, 1992). C’est un trés bon
synergiste de I'a-tocophérol (Cillard et Cillard, 1987). Cependant sa solubilisation dans les
huiles semble difficile. Son pouvoir antioxydant est superieur a celui du BHA, du BHT et
celui des extraits du romarin (Han et al ., 1990, Chevolleau et al. , 1992).

Les autres antioxydants d’origine naturelle sont des produits extraits de plantes et en
particulier d’épices : romarin, cumin, thym, origan, clou de girofle, sauge (Chevolleau, 1990,
Vardar-Unlu et al ., 2003, Skerget et al ., 2005, Lee et al ., 2005, Kiiciik et
al ., 2007, Tomaino et al ., 2005). Les molécules actives sont soit des flavonoides
(quercétine, myricétine,...), soit des dérivés de I'acide benzoique (acide vanillique, acide
syringique,...) soit des dérivés de I'acide cinnamique (acide caféique, acide rosmarinique,
...) ou par la présence de composés phénoliques (thymol, carvacrol, ...) (Das et Preira,
1990, Chevolleau, 1990 , Pokorny, 1991, Schwarz et Ternes, 1992, Crapiste et al. ,
1999 , Tepe et al ., 2006).
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Mesure du degré d’oxydation des lipides

Lors des études de cinétique d’oxydation des lipides, I'état d’avancement de la réaction peut
étre évalué par la mise en évidence de la disparition des substrats de I'oxydation.

Afin de déterminer I'état d’oxydation d’'un aliment il est nécessaire de mesurer
simultanément les quantités des produits primaires et secondaires résultant de I'oxydation
des lipides. Une grande variété de méthodes est disponible en fonction de l'information
et de la précision recherchées et du substrat étudié (Dobarganes, 2002). Seules les plus
frequemment rencontrées dans les études portant sur I'oxydation des lipides de poissons
sont présentées.

Analyse des substrats de I’oxydation

Mesure de la consommation d’oxygéne

L'étude de la consommation d’oxygéne permet de suivre les phases d’initiation et de
propagation de la réaction. Les méthodes de mesure sont manométriques (mesure de
la pression partielle en oxygéne) (Drozdowski et Szukalska, 1987), polarographique
(mesure de la consommation d’'oxygene) (Sims et Fioritti, 1980, Genot et al ., 1994),
gravimétrique, par mesure de 'augmentation du poids consécutive a la fixation d’oxygéne
sur les acides gras (Garcia-Masia et al ., 1993) et chromatographiques (Eymard , 2003).

Ce type d’analyse est employé pour déterminer les cinétiques d’oxydation des lipides
en systéme modéle pour des tests accéléré d’oxydation ou dans le cas de conservation
d’échantillons en emballage étanche. Mais il n’est pas utilisé pour déterminer les degrés
d’oxydation d’un produit (Eymard , 2003).

Dosage des acides gras non oxydés résiduels

La cinétique de disparition d’'un ou plusieurs acides gras peut étre étudiée. L’analyse
des acides gras est réalisée aprés extraction des lipides, méthylation des acides gras et
chromatographie en phase gazeuse. La difficulté consiste a extraire quantitativement la
matiére grasse et a minimiser les pertes au niveau des réactions de méthanolyse (Berset
et Cuvelier, 1996).

Mesure des produits primaires

Les produits primaires de I'oxydation des lipides peuvent étre analysées a l'aide de
nombreuses techniques présentant de grandes différences au niveau de leur sensibilité,
leur facilité d’utilisation, et la nature de la matrice. Si certaines techniques fonctionnent sur
des systémes « simples », comme des huiles, elles ne sont pas forcément adaptées a des
systémes plus complexes tels que le poisson et ses produits transformés (Eymard , 2003).

Détermination des diénes conjugués

Les produits primaires de I'oxydation des lipides contenant des doubles liaisons conjuguées
peuvent étre quantifiés par spectrométrie UV (Klein, 1970, Corongiu et Banni, 1994).
En effet, 'oxydation des acides gras polyinsaturés s’accompagne d’un déplacement des
doubles liaisons qui passent de la position malonique a la position conjuguée. Les diénes
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conjugués absorbent a 232-233 nm et les triénes conjugués a 268 nm, ils peuvent étre
déterminés par mesure de I'absorbance a ces longueurs d’onde. Cette méthode est rapide
une fois les lipides du produit a analyser extraits, mais peu spécifique (Gray, 1978).

Dosage des hydroperoxydes

Les hydroperoxydes sont des produits intermédiaires instables qui sont rapidement
dégradés pour donner des composés hydroxylés et carbonylés. Les concentrations
en hydroperoxydes mesurées correspondent en fait a la différence entre formation
et décomposition des peroxydes. Les concentrations en hydroperoxydes peuvent étre
déterminées a 'aide de nombreuses méthodes a adapter en fonction du substrat étudié
(Eymard , 2003).

Deux groupes de méthodes peuvent étre distingués : Les méthodes analytiques
permettent de déterminer la concentration en hydroperoxydes et les techniques
chromatographiques permettant d’identifier et de quantifier la nature et les teneurs en
hydroperoxydes spécifiques (Dobarganes et al ., 2002).

Méthodes chromatographiques

Les méthodes chromatographiques comme la chromatographie liquide haute performance
(HPLC) couplée a la détection par chemiluminescence (Koskas et al. , 1983 ; Yang
et al. , 1991) et la chromatographie en phase gazeuse (CPG) (Van Kuijk et al .,
1990) ou couplée a la spectrométrie de masse et des méthodes spectroscopiques comme
la résonance magnétique nucléaire (RMN) (Frankel, 1990) et infra rouge (IR) (Sergent et
al ., 1993 ; Ruiz et al ., 2001) permettent de caractériser les hydroperoxydes dans les
systémes biologiques. Ces techniques sont reproductibles et sensibles mais complexes et
inadaptées a des analyses de routine.

Méthodes analytiques

Les méthodes analytiques les plus utilisées pour déterminer les teneurs en hydroperoxydes
sont les méthodes iodométriques (Lea, 1946, AOCS, 1989) et colorimétriques (Jiang et al
., 1992, Shanta et Decker, 1994, Wolff, 1994).

Mesure des produits secondaires
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Dosage des composés aldéhydiques

La nature des aldéhydes et leurs proportions relatives dépendent beaucoup de I'acide gras
oxydé. Deux méthodes colorimétriques sont employées couramment pour les doser : l'indice
de p-anisidine et le test a I'acide thiobarbiturique.

Ce test est spécifique pour les aldéhydes conjugués (Judde, 2004). La détermination
de cet indice repose sur le principe qu’en milieu acétique la p-anisidine donne un complexe
coloré en jaune avec des diénals conjugués.

Ce test est utilisé pour déterminer les formes aldéhydiques apparaissants a partir des
acides gras comportant en moins trois doubles liaisons (Judde, 2004). Sonprincipe repose
sur la formation d’'un complexe coloré rose résultant de la réaction entre une molécule de
malonaldéhyde et deux molécules d’acide 2- thiobarbiturique. Le complexe coloré formé
absorbe a 532-535 nm.
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Dosage des composés volatils

L'analyse des composés volatils peut étre réalisée par les techniques de I'espace de téte
statique ou dynamique couplé a la chromatographie en phase gazeuse et a la spectrométrie
de masse (Medina et al ., 1999).

L'analyse des composés volatils par espace de téte statique comporte trois étapes :

chauffage modéré de I'échantillon placé dans un récipient scellé jusqu’a ce que les
composés volatils diffusent dans la phase gazeuse et qu’un état d’équilibre entre les
deux phases soit atteint ;

prélévement et injection de la phase gazeuse ;

séparation des composés en chromatographie en phase gazeuse

L'analyse des composés volatils par espace de téte dynamique comporte quatre étapes :

I'extraction des composés volatils par un balayage de I'’échantillon par un flux de gaz
inerte (azote) ;

le piégeage des composés volatils sur un absorbant de type Tenax ;

la désorption a haute température des composés volatils suivie d’une cryofocalisation
a l'aide d’azote liquide (-120 °C) dans une interface capillaire.

l'injection des volatils, sur une colonne capillaire d’'un chromatographe en phase
gazeuse afin de les séparer. Les composés sont ensuite identifiés par spectrométrie
de masse en sortie de chromatographie et quantifiés par SM soit par un détecteur
FID.

Evaluation sensorielle

Les mauvaises odeurs traduisent les altérations biochimiques d’un produit et sont souvent
de trés bons indicateurs d’altération (Jacobsen, 1999). L'évaluation sensorielle est souvent
considérée comme une bonne méthode d’évaluation d’oxydation des produits. En général,
une élévation du niveau de I'oxydation se traduit par une modification de l'odeur ou de
'aréme du produit. De nouvelles notes odorantes apparaissent parmi lesquelles les odeurs
qualifiées de rance.

Cependant, ce type d’analyse est lourd a mettre en oeuvre car il nécessite des locaux
appropriés et surtout de constituer un jury d’évaluateurs sensoriels entrainés capables de
qualifier et quantifier les odeurs et les goQt pergues.

L'analyse sensorielle permet de détecter et d’'identifier des odeurs résultant des
dégradations lipidiques difficilement mesurables par des méthodes chimiques (Frankel,
1998).

Tests d’efficacité des antioxydants

Pour mesurer I'efficacité d’un antioxydant, deux approches sont disponibles (Judde, 2004
et Rolland, 2004) a savoir :

La mise en ceuvre d’un test de vieillissement en conditions normales de stockage :
parfaitement représentatif. Ce type de test est long et incompatible avec les
contraintes de développement du produit.
La mise en place d’un test accéléré, pour « gagner » du temps lors du développement
de produits. Plusieurs types de tests accélérés peuvent étre envisagés :
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Des tests trés modélisés, citons a titre d’exemple : le test de DPPH, le test de
cooxydation au B-caroténe, et plus récemment mis au point, le test ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity).

Des tests d’oxydabilités accélérée en utilisant 'appareil « Rancimat » (ISO 6886),
Oxydograph, Oxipres ou I'emploi d’'une enceinte thermostatée.

Conclusion

L'oxydation des lipides est un phénoméne complexe, qui met en jeu des espéces trés
réactives et trés labiles, ce qui rend son étude difficile.

Cependant, la connaissance des propriétés des corps gras et la maitrise du procédé
et de I'environnement général, permettent d’agir, le plus en amont possible, pour retarder
dans le temps I'apparition des premiers signes de 'oxydation.
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Chapitre IV : L’activité antimicrobienne
des HE

Historique

Empiriguement reconnues depuis des siécles, la confirmation scientifique de l'activité
antimicrobienne des huiles essentielles est récente. Elle ne date que du début du siécle
dernier avec les travaux du Dr Gattefossé, le pére de 'aromathérapie en France. Depuis
ce temps, l'utilisation des huiles essentielles s’est développée jusqu’a devenir depuis plus
d’une vingtaine d’années, une sérieuse alternative a la médecine des antibiotiques dans les
pathologies infectieuses.

De nombreuses études traitent de I'activité antimicrobienne des huiles essentielles,
gu’elles soient citées dans des ouvrages, dans des journaux spécialisés de microbiologie
ou présentées lors de congrés d’aromathérapie scientifique.

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles se trouve a la base des médecines
dites alternatives, de nombreux procédés utilisés dans la conservation des produits
alimentaires crus ou cuits, de substances actives exploitées dans les produits
pharmaceutiques. Cette activité a été utilisée dernierement pour la conservation du
patrimoine bibliographique des musés (De Billerbeck, 2000), et elle est naissante pour
traiter la qualité de I'air dans les batiments (Pibiri et al ., 2001).

Activité antibactérienne

Détermination des concentrations minimales inhibitrices et des
concentrations minimales bactéricides

Il est nécessaire de définir, pour caractériser I'activité antimicrobienne d’'un composé, des
parameétres simples. Pour I'activité antibactérienne, le plus courant est la « Concentration
Minimale Inhibitrice » (CMI) qui peut étre déterminé par contact direct en milieu gélosé ou
en milieu liquide. Elle correspond a la concentration nécessaire pour inhiber totalement la
croissance d’'un nombre déterminé de germes aprés un temps d’incubation donné (Hulin
et al .,1998).

Fréquemment, la CMI n’est pas totalement bactéricide et une partie de I'inoculum est
capable de se développer aprées disparition du composé inhibiteur. Ceci a amené a définirun
autre parameétre : la « Concentration Minimale Bactéricide » (CMB), parfois appelée aussi
« létale » (CML). Elle correspond a la concentration en agent inhibiteur nécessaire pour que
I'activité bactéricide soit totale sur un inoculum donné aprés un temps bien déterminé. Elle
est estimée en milieu liquide par I'évaluation des survivants aprés élimination du composé
inhibiteur (Davidson et Parish, 1989).
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Bactéricidie et bactériostase

A la maniére des agents chimiques, on distingue deux sortes d’effets des huiles essentielles
sur les microorganismes : une activité létale (bactéricidie) et une inhibition de la croissance
(bacteriostase).

L’activité des huiles essentielles est souvent assimilée a une activité bactériostatique.
Cependant les études suivantes ont montré que certains constituants chimiques des huiles
essentielles ont des propriétés bactéricides (Kunle et al., 2003, Carson et Riley, 1995,
Lambert et al. , 2001, Walsh et al. , 2003) et fongicides (Hammer et al ., 2003).

Plus spécifiquement, plusieurs études ont montré I'apparition de fuites d’ions potassium

K" de cellules microbiennes (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) en contact avec
du Tea-tree (Melaleuca alternifolia). |l s’agit de la toute premiére indication de dégats
irréversibles au niveau de la membrane. Des composés isolés tels le thymol et le carvacrol
rendent la membrane des bactéries perméable, prémices de leur mort (Helander et al.,
1998; Lambert et al ., 2001). La faculté de perturber la perméabilité de la cellule
membranaire, accompagnée de la perte de 'osmose chimique sont bien la preuve d’'une
activité |étale de certaines huiles essentielles (Cox et al. , 2000).

Une revue des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et des Concentrations
Minimales Bactéricides (CMB) pour 4 variétés de thym portant sur 14 souches bactériennes
(dont Staphylococcus aureus) a montrée que dans la majorité des expériences, les valeurs
des CMI sont identiques aux CMB. Ceci indique que les huiles essentielles incriminées sont
bactéricides (Cosentino et al ., 1999).

Souches microbiennes

La sensibilité des microorganismes peut varier selon le germe testé car une huile
essentielle peut étre biocide vis-a-vis de certaines souches, biostatique vis-a-vis d’autres
ou n‘avoir aucun effet (Hermal, 1993). C’est pour cela qu'’il est important de mentionner
la dénomination compléte ainsi que le Gram des microorganismes ainsi que I'espéce
botanique et le chémotype de I'huile essentielle (Pibiri, 2006).

Role de la méthode dans la détermination de ’activité
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Selon la littérature, la diffusion sur gélose et la dispersion en microatmosphéres mettent en
évidence I'activité biostatique (Hermal, 1993), et les mélanges en bouillon nutritif, I'activité
biocide (Sarbach, 1962). Mais des études récentes se sont affranchies de la méthodologie
et des essais gélosés peuvent aussi bien démontrer des effets biocides (Sivropoulou et
al., 1996).

Association d’huiles essentielles

Les effets antimicrobiens des associations d’huiles essentielles, comme pour les
associations d’antibiotiques, sont définies selon quatre interactions possibles :

Indifférence : I'activité d’une huile essentielle n’est pas affectée par 'autre.

Addition : I'effet de I'association est égal a la somme des effets de chaque huile
essentielle étudiée isolément, a la méme concentration que dans I'association.
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Synergie : 'effet est significativement supérieur a la somme de chaque huile
essentielle étudiée isolément, a la méme concentration.

Antagonisme : I'association diminue I'activité de I'une ou l'autre des huiles
essentielles. Elle est inférieure a la somme des effets de chaque huile essentielle
prise séparément.

Activité liée a la composition chimique

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

L'activité des huiles essentielles est souvent réduite a I'activité de ses composés
majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre actifs. Evalués séparément sous la forme de
composés synthétiques, ils confirment ou infirment l'activité de I'huile essentielle de
composition semblable. Il est cependant probable que les composés minoritaires agissent
de maniére synergique. De cette maniére, la valeur d’'une huile essentielle tienne a son «
fotum », c’est a dire dans I’'intégralité de ses composants et non seulement a ses composés
majoritaires (Lahlou, 2004).

Les molécules réputées actives sont des terpénoides, car les hydrocarbures saturés et
les acétates ioniques sont inactifs, par la nature méme de leur faible capacité de liaisons
hydrogéne et de leur faible solubilité (Griffin et al., 1999). L'effet des terpénoides sur
des membranes bactériennes isolées suggére que leur activité est fonction des propriétés
lipophiles des constituants terpéniques, la nature des groupes fonctionnels, leur solubilité
en phase aqueuse et la stéréochimie de la molécule (Dorman et Deans, 2000).

Les composés chimiques de plus grande efficacité et a plus large spectre sont des
phénols (thymol, carvacrol et eugénol) des alcools, (a-terpineol, terpinen-4-ol, linalol), des
aldéhydes, des cétones et plus rarement des terpenes (Cosentino et al ., 1999; Dorman
et Deans, 2000, Valero et Salmeron, 2003).

Méthodes de détermination de I’activité

L'examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversité des
méthodologies utilisées pour mettre en évidence I'activité anti-microbienne des huiles
essentielles. L'insolubilité des huiles essentielles dans I'eau et d’'une maniére générale dans
les milieux aqueux largement utilisés en microbiologie, est une explication de la variété des
techniques.

Selon la souche microbienne, I'huile essentielle et I'application choisie, divers milieux
de culture peuvent étre mis en oeuvre. Les différents protocoles peuvent ainsi étre classés :

selon le milieudans lequel se fait la diffusionde I'huile essentielle, soit liquide, solide
Ou gazeux,

selon la nature du contactde I'huile essentielle avec le germe : diffusion sur disque,
solution alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant.

Ces différentes techniques sont répertoriés et décrites dans différentes publications
(Zaika, 1988; Smith et Navilliat, 1997; Mann et Markham, 1998; Lahlou, 2004, Arnal-
Schnebelen et al .,2004, Linet al ., 2005, Singhet al ., 2006).
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Aromatogramme

« L’aromatogramme est a la phytothérapie ce que [Iantibiogramme décrit par la
pharmacopée frangaise des antibiotiques est a la médecine ». Cette transposition due au Dr
Girault dés 1971, est décrite dans le tome Il du Traité de Phytothérapie et d’Aromathérapie
(Belaiche, 1979).

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode
des disques. Cette méthode a I'avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix des
antibiotiques testés, de s’appliquer a un trés grand nombre d’espéces bactériennes, et
d’avoir été largement évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale (Fauchére et Avril, 2002).
Il s’agit d’'une méthode en milieu gélosé a I'agar réalisée dans une boite de Pétri.

Le contact se fait par I'intermédiaire d’'un disque de papier sur lequel on dispose une
quantité donnée d’huile essentielle (Figure 6).

La technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différents produits
a tester. Les disques sont déposés a la surface d’'une gélose uniformément ensemencée
avec une suspension de la bactérie a étudier. Chaque antibiotique diffuse a partir du disque
au sein de la gélose et y détermine un gradient de concentration. Les bactéries croissent sur
toute la surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent une concentration d’antibiotique
suffisante pour inhiber leur croissance. On observe ainsi autour des disques une zone
circulaire indemne de colonies, appelée zone d’inhibition. Plus le diamétre de cette zone
est grand, plus la souche est sensible a I'antibiotique. Plus il est petit, plus la bactérie est
résistante (Faucheére et Avril, 2002).

Cette méthode utilisée par certains auteurs (Deans et Ritchie, 1987; Zaika, 1988 ;
Carson et Riley, 1995; Pattnaik, Subramanyam et al ., 1996; Sivropoulou, et al. ,
1996; Smith-Palmer et al. , 1998; Lis-Balchin et al., 2000; Burt et Reinders, 2003;
Faleiroet al ., 2003).
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Figure 6: lllustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri
(Zaika, 1988)

Microatmosphéres

Dérivé de la méthode précédente le protocole des microatmosphéres est techniquement
proche de celle des aromatogrammes. La différence réside principalement dans la position
du disque imprégné. Dans cette technique, le disque imprégné est déposé au centre du
couvercle de la boite de Pétri, renversée pendant la durée de I'expérience. Celui-ci n’est
donc plus en contact avec le milieu gélosé (Figure 7).
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Figure 7: lllustration de la méthode des microatmosphéres
(Zaika, 1988)
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Cette méthode est rarement citée car les auteurs qui se sont penchés spécifiquement
sur l'activité de la phase gazeuse sont encore peu nombreux (Sarbach, 1962; Didry et al
., 1993; De Billerbeck, 2000; Pibiri et al., 2001).

Facteurs influengant I’activité antimicrobienne des HE

Selon Hulin et al . (1998), les facteurs influengant I'activité antimicrobienne des HE sont :

Effet de la température

Moleyar et Narasimham (1992), ont testé l'effet de la température sur I'activité
antibactérienne de I'aldéhyde cinnamique a des concentrations et températures différentes
pendant 30 jours sur 4 genres bactériens : Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus et
Enterobacter. lls ont prouvé que la température affecte réellement les propriétés inhibitrices
de l'aldéhyde cinnamique.

Bowles et al . (1995) constatent une augmentation des propriétés antibactériennes
des carbonyles aromatiques et aliphatiques sur Staphylococcus aureus lorsque la
température baisse de 37 °C a 12 °C.

Application des HE sur les aliments
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L’effet bactéricide

Des chercheurs de l'université de Gand, en Belgique, ont étudié I'effet des HE du basilic et
du thym et de leurs principaux composants (thymol, estragol, carvacrol, linalol et p-cymeéne).
lls ont testé leur impact sur le développement de bactéries Shigella par une méthode de
diffusion sur gel d’agar et directement sur de la laitue.

Selon leurs résultats, I'application d’une solution d’HE du thym, du thymol, ou du
carvacrol, concentrée a 0,5 % a entrainé une diminution significative de la population de la
bactérie. En portant les concentrations a 1 %, la décontamination a amené la populationa
un niveau indétectable (Zarnovican, 2004).

Il est démontré que I'eugénol et I'extrait du piment inhibent considérablement la
croissance d’Aeromonas hydrophila dans du beeuf cuit et réfrigéré et dans de la volaille
cuite (Hao et al ., 1998a,b).

Les propriétés organoleptiques d’une viande de boeuf hachée contenant 1% (volume/
poids) d’HE d’origan ont été améliorées durant un stockage sous un emballage sous vide
et sous une atmosphére modifiée a 5 °C (Skandamis et Nycha, 2001).

La conservation de la flaveur de filets de beeuf traités avec 0,8 % (volume/poids) d’'HE
d’origan a été réussie, aprés un stockage a 5°C et aprés cuisson (Tsigarida et al ., 2000,

Oussalah @ et al ., 2006).

L’effet fongicide

Plusieurs HE de plantes aromatiques dont Thymus vulgare et Ocimum basilicum, ont
totalement inhibé le développement des champignons dans des grains de mais (Montes-
Belmont et Convajal, 1998).
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L'HE de moutarde quant a elle, a inhibé la croissance des champignons dans du pain
(Nielsen et Rios, 2000).

Des purées de fruits (bananes et pommes), inoculées par différentes levures, dont
Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces rouxii et Zygosaccahromyces balii, ont été

ensuite soumises a différentes concentrations de vanilline (2 et 3 g.Kg '1). La croissance
des trois levures notamment était completement inhibée, durant 40 jours de stockage a

27°C, par 2 g.Kg -1 de vanilline, aussi bien dans un milieu de culture que dans la purée de
pomme (Cerrutti et Alzamora, 1996).
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Chapitre V : Matériels et méthodes

Matériel végétal

Les huiles essentielles étudiées ont été extraites a partir de la partie aérienne de trois
espéces du thym a savoir :

Thymus munbyanus Batt., provenant d’'Ouzellaguen (Béjaia) ;

Thymus pallescens de Noé, provenant de Boussaada (Msila) ;

Thymus dreatensis Batt., provenant de la région Takoucht (Tizi-Ouzou).
Et une espéce d’origan :

Origanum floribundum Munby., provenant du mont Chréa (Blida).

Description des espéces étudiées
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Les caractéristiques botaniques des 4 plantes ont été citées par Quezel et Santa en 1963.

T. munbyanus Boiss.

Espece présentant des feuilles florales vertes, en général fortement dilatées a leur portion
inférieure, et sont différentes des feuilles caulinaires. Les fleurs sont plus grandes a corolle
plus longuement exserte. Les épis floriferes quant a eux sont larges de 16 a 20 mm (figure 8).

Cette espéce pousse généralement entre 200-1900 m d’altitude et fleurit entre juin et
juillet.

Thymus pallescens de Noé

Espéce présentant des tiges dressées et robustes portant des feuilles oblongues lancéolées
entiéres et glabres. Les inflorescences sont plus au moins interrompues vers le bas et les
fleurs sont blanches ou pales a peine plus longues que le calice (figure 9). Commun dans le
Tell, le Thymus pallescens pousse dans les pelouses et les garrigues. Espéce endémique
en Algérie, elle pousse généralement entre 450-750 m.
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Figure 9: Thymus pallecsens

Thymus dreatensis Batt.

Espéce présentant des tiges prostrées longuement rampantes portant des feuilles ovoides
toutes identiques. Le calice et les feuilles florales sont hérissés de poils raides. C’est
une plante trés gazonnante a rameaux floriféeres courts portant des fleurs roses (figure
10). Thymus dreatensis pousse dans les pelouses des hautes montagnes. La période de
floraison s’étale du mois de Mai a Juillet. Elle pousse en hautes altitudes (supérieure a 2000
m).

Origanum floribundum Munby

Espece présentant des tiges prostrées a la base, les jeunes d’entre-elles sont décombantes.
Les épis sont laches a fleurs disjointes aprés la floraison. La corolle posséde des levres
sensiblement égales (figure 11). Elle pousse dans les paturages, surtout en montagne.
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Figure 11: Origanum floribundum

Localisation des sites producteurs d’huiles
essentielles

La localisation des sites producteurs d’HE des parties aériennes des plantes étudiées est
nécessaire afin d’appréhender les mécanismes mis en jeu lors de son extraction. Pour cela,
nous avons pratiqué des coupes anatomiques sur les feuilles et les tiges des 4 plantes au
sein du département de Botanique de I'Institut National Agronomique en suivant les étapes
suivantes :

1. Coupe a main levée en utilisant comme support la moelle de sureau ;
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2. Un prétraitement dans une solution d’hypochlorite de sodium a 12° pour pouvoir vider
les cellules de leur contenu pendant 20 mn ;

3. Unringage dans de I'eau distillée durant 1 a 5 mn, puis dans de I'acide acétique a 5
% pendant 5 mn ;

4. Une coloration des coupes en utilisant le carmino-vert qui donne une coloration rose
pour les parois cellulosiques et une coloration verte pour les parties lignifiées ;

Préparation du carmino-vert :
Dissoudre I'alun de potasse a chaud ;
Pour 120 ml d’eau distillée, on utilise :

— 4g d’alun de potasse ;
—  2gde carmin.

Dissoudre du carmin a chaud jusqu’a saturation ;
—  Faire bouillir pendant 30 min ;
—  Agiter pendant 30 min ;
—  Filtrer a froid (environ 12 heures).

Mélanger les deux solutions pour obtenir du carmin aluné.

Pour obtenir le carmino-vert ;
Mélanger 1 volume d’une solution de vert iode a 1% avec 10 volumes de carmin
aluné ;
Ajouter 1 ml d’acide phénique ou d’acide acétique a 10 %. Maintenir a I'abri de la
lumiére.

5—Un montage des coupes dans une goutte d’eau distillée entre lame et lamelle est observé
immédiatement au microscope photonique doté d’'un appareil photo de marque Aus Jena
Jenalumar.

Plusieurs coupes ont été observées et les plus intéressantes ont été photographiées.

Extraction des huiles essentielles

Durant ce travail, les procédés d’extraction appliqués sont :

Extraction par solvants volatils

L’extraction est réalisée pendant 3 heures au moyen d’un appareil de Soxhlet (Singh et al
., 2006). Les solvants organiques utilisés sont : I'éthanol, 'hexane, I'éther diéthylique et le
dichlorométhane.

15 grammes de feuilles et des sommités fleuries séchées et broyées du thym de
Boussaada (Thymus pallescens) sont utilisées pour chaque extraction. Les extraits obtenus
sont ensuite concentrés dans un évaporateur rotatif et conservés au réfrigérateur pour
d’éventuelles analyses.
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Extraction par hydrodistillation

L’hydrodistillation est considérée comme le seul mode d’extraction retenu par la
Pharmacopée Européenne (Mimica-Dukic et al. , 2004, Kabouche et al. , 2005).
L'extraction des huiles essentielles est réalisée en utilisant un appareil de type Clevenger
modifié.

La matiére végétale (100 g), constituée des parties aériennes (feuilles et sommités
fleuries) des espéces étudiées, est introduite dans un ballon de 2 L rempli d’eau jusqu’aux
2/3 de sa capacité. Ce dernier est ensuite mis a ébullition pendant 3 heures.

Le ballon ainsi chauffé, produit de la vapeur chargée de produits volatils. Cette vapeur
se condense au contact d’'un réfrigérant. Le condenséat est recueilli dans une ampoule a
décanter lieu ou s’effectue la séparation des deux phases non miscibles : phase aqueuse
et phase organique, cette derniére constitue I'HE qui sera traitée avec du sulfate de sodium
anhydre pour éliminer toutes traces d’eau.

L'HE séchée et séparée du sulfate de sodium par filtration sur de la laine de verre et
conservée a une température de réfrigération en vue de son analyse.

Cinétique de I’extraction

Dans notre travail, nous avons étudié la cinétique d’extraction des HE de deux espéces ;
Thymus pallescens et Origanum floribundum, et cela, avec et sans broyage de la matiére
végétale. Le but cette étude est de déterminer le moyen qui permet d’obtenir les rendements
les plus intéressants.

Rendement de I’extraction

Le rendement en HE est définie comme étant le rapport entre la masse de I'huile récupérée
(MHE) et la masse de la matiére végétale (My/) séchée a I'air libre, exprimées dans la méme

unité de masse.
Le rendement en HE, exprimé en pourcentage est donné par la relation suivante :
R%=M HE /My

Fractionnement des huiles essentielles

Cette opération de distillation permet de recueillir plusieurs fractions a partir d’'une huile
essentielle entiére extraite d’abord par hydrodistillation. Le fractionnement de Ihuile
essentielle de Thymus pallescens, a été effectué par le biais d’'une colonne de type Vigreux.

Les fractions ainsi obtenues sont conservées a une température de réfrigération en vue
de leur analyse.

Caractéristiques des HE
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La caractérisation d’'une essence consiste a :

Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur, saveur) ;
Déterminer ses indices physiques (densité et indice de réfraction) ;

Obtenir son profil chromatographique et une quantification relative des différents
constituants.

Indices physico-chimiques

Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physico-chimiques sont celles indiquées
par le recueil de normes de I'’Association Francaise de Normalisation (AFNOR).

Densité relative a 20°C : Norme NF T 75 - 111

Elle est définie comme étant le rapport de la masse d’un certain volume d’'HE a 20 °C, a
la masse d’un égal volume d’eau distillée a la méme temperature. Cette grandeur est sans

dimension et son symbole est :

Indice de réfraction a 20 °C : Norme NF T 75 - 112

Les mesures ont été effectuées a I'aide d’'un appareil du type Bellinghame. Quand la
détermination est effectuée a une température (T °C) différente de 20 °C, on effectue la
correction a 20 °C par le biais de la formule:

=

ny =n} +0,0004 (T - 20)

T

p - estla valeur dela lecture obtenue ala temperature T, a laquelle a éte effectuce la

hid

détermination.

Analyse qualitative et semi-quantitative des HE par CPG et CG/SM

Analyse qualitative des HE par CPG

L'analyse qualitative des huiles essentielles par CPG des 4 espéces étudiées en utilisant les
deux modes d’extraction et les différentes fractions obtenues, a été effectue au laboratoire
d’analyse instrumentale du département de technologie alimentaire de I'Institut National
Agronomique selon les conditions opératoires suivantes :

Appareil de type CP. Chrompack. 9002) ;
Colonne capillaire : Stabilwax de phase stationnaire PEG : Polyethyleneglycol (5 %).
— Longueur:30m;
—  Diamétre interne : 0,32 mm ;
Programmation de la température : 50 °C en isotherme pendant 3 min puis
augmentation de la température a raison de 2 °C/min jusqu’a 220 °C ;
Gaz vecteur : Azote ;
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Débit du gaz vecteur : 1 ml/min ;
Volume injecté : 0,2 L.

L'identification des composés se fait par comparaison de leurs indices de rétentions (indice
de Kovats) a ceux cités par la littérature. Pour le calcul de ces indices, un mélange d’alcanes
(C6 — C24) est injecté dans les mémes conditions opératoires que I'’échantillon. Les indices
de Kovats (IK) sont calculés selon la formule suivante :

TE ¢ _ TE.

Ik=100n + 100*

TE _ TR n

n : Nombre d’atomes de carbone de 'alcane élué avant le composé ;
TR¢ : Temps de réetention du composé ;

TRy, : Temps de rétention de I'alcane a n atomes de carbones élué avant le composé ;

TRp+1 : Temps de rétention de I'alcane a n + 1 atomes de carbones élué apres le
cComposeé.

Analyse semi-quantitative des HE par CG/SM

Cette analyse a été faite au laboratoire chromatographie au centre de recherche et de
développement (C.R.D.) de SONATRACH (Boumerdes) selon les conditions opératoires
suivantes :

Chromatographie phase gazeuse (C.P.G.)

Appareil du type GC 6890 N (HP Agilent technologies) ;
Colonne : HP 5-MS (Crosslinked 5% PHME siloxane)
—  Longueur : 30 métres;
—  Diameétre interne : 0,25 mm ;
—  Epaisseur du film de la phase : 0,25 pm.

Programmation de la température : 35 °C en isotherme pendant 2 mn puis
augmentation de la température a raison de 5° C/mn jusqu’a 320 °C ;
Mode d’injection : Split a T= 250 °C ;

Température de détection : 280 °C “ interface ” ;

Pression : 6,75 psi ;

Gaz vecteur : hélium ;

Débit du gaz vecteur : 1 ml/ mn ;

Volume injecté : 0,2 uL.

Spectrométrie de masse

Mode de détection : Scan ;
Appareil : MS-5973 N (HP Agilent Technologies) ;
Potentiel d’ionisation : 70 eV ;
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Pression (Source, analyseur) : 6,75 Psi.

L’identification des constituants des huiles essentielles extraites est basée sur :

La comparaison des spectres de masses des molécules inconnues a ceux des
composés purs cités par la littérature.

En tenant compte de I'ordre d’élution du composé sur la colonne considérée.

En tenant compte de la proposition et du pourcentage de probabilité de présence du
composé fournis par la base de données du micro-ordinateur couplé au spectrométre de
masse.

Evaluation de I'activité antioxydante des HE

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par sept (7) méthodes parmi celles citées par
la littérature. En général, le pouvoir antioxydant des huiles essentielles testées a été estimé
par comparaison avec des antioxydants de synthése (BHT, BHA et acide ascorbique) et un
antioxydant naturel (a-tocophérol). Tous les tests ont été réalisés avec 3 répétitions pour
chaque concentration.

Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH*

Principe

La capacité de donation des électrons par les huiles essentielles ou par certains composés
purs, est mise en évidence par une méthode spectrophotométrique, en suivant la disparition

de la couleur violette d’'une solution méthanolique contenant le radical libre DPPH+ (1,1-
Diphenyl-2-picryhydrazyl).
Mode opératoire

Le test de DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par Cuendet et al. (1997),
Burits et Bucar (2000), ou 50 pl de chacune des dilutions des HE testées, des fractions
d’HE et de certains composés purs (BHT, BHA et a-tocophérol) sont mélangées avec 5 ml
d’une solution méthanolique de DPPH (0,004 %). Aprés une période d’incubation de 30 mn
a la température de laboratoire, 'absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage d’activité
(I %) est donné par la formule suivante :

I'% = (A blanc — A éch- / A blanc) * 100
A planc : Absorbance du témoin

A ach. : Absorbance de I'échantillon.

Test de substances réactives a I'acide thiobarbiturique (TBARS)

Pour évaluer l'activité antioxydante des huiles essentielles étudiées et de certaines
substances testées, deux séries d'expériences ont été menées avec le test de TBARS : une
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série contenant un initiateur de peroxydation des lipides 2,2’-azobis-(2-amidinopropane)
dihydrochloride (ABAP) et I'autre dépourvue de cet initiateur.

Ce test est réalisé selon la méthode citée par Dorman et al . (1995), Ruberto et al.
(2002) et Miguel et al . (2004) ou le jaune d’ceuf est utilisé comme substrat riche en lipides.

Mode opératoire

Les différentes étapes de la mise en ceuvre du test de TBARS sont résumées dans le
schéma 1 :

Janne d’oenf
0,1 rl A"HE dans du rméthanol
1,5 rl dacide acétique (20 % phi, pH : 3.5)
1,5 rml de TBA (0,2 %% phv) dans du 5D5 (1,1 % ph)
Lyuster 4 4 rol avec de d'ean distillée
Lotation pendant 5 sec avec un Vortex

Chanftage a 95 70 pendant 60 mn

Ldition de 5 ml de butanol

!

Lotation pendant 5 sec avec un Vortex

Centrifugation 4 1500 triran pendant 10 rwm
Séparation de la phase supéneures (4 butanoly

Iilesure de "absorhance & 532 nm

Schéma 1 : Procédé de la mise en ceuvre du test de TBARS
Le pourcentage d’activité est calculé selon la formule suivante :
A%=(1-T/C)*100

Avec C : Absorbance du témoin complétement oxydé et T: Absorbance de I'échantillon.

Mesure du pouvoir réducteur

L'aptitude des huiles essentielles et de certains composés a réduire le fer ferrique est
évaluée par la méthode décrite par Oyaizu (1986).
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Mode opératoire

L'estimation du pouvoir réducteur des échantillons étudiés (HE, BHT, BHA et a-tocophérol)
est obtenue selon le protocole expérimental cité dans le schéma 2. Les résultats obtenus
sont comparés a ceux trouvés avec de I'acide ascorbique (témoin positif).

0,125 ral 4'HE dans du méthanol
2,5 ml d"ane solution tarpon phosphate (0,20, pH - 6,8)
2.5l d’hl:-:&cj.ramf'en*ate de potassiurn [EFe (CH) ] (1 %)
Incubation de 30 rn 4 50 %0
Lddition de 25wl d'acide tnchloracétiome (10 %)
Centrifugation pendant 10 rom a 1500 trfimm
Lddition de 25 ol d'ean distillée 4 la phase supéneure
Lddition de 0,5 rwl de FeCl; (0,1 %)

Dvlesure de absorbance 4 700 nin
Schéma 2 : Procédé de la mise en ceuvre du test du pouvoir réducteur

Mesure du pouvoir de piégeage du radical hydroxyle (OH™)

Principe

Le pouvoir de piégeage du radical hydroxyle est mis en évidence en évaluant la compétition
existante entre le désoxyribose et I'échantillon (HE ou autres substances) vis-a-vis des

radicaux hydroxyles générés par le systeme Fe3+/EDTA/H202.

D’aprés Ohkawa et al. (1979) et Kunchandy et Rao (1990), la dégradation du
désoxyribose en présence de ces radicaux, conduit a la formation a chaud et en milieu
acide, de substances chromogénes actives en présence de 'acide thiobarbiturique (TBA),
c'est-a-dire des TBARS.

Mode opératoire

Ce test est réalisé selon la méthode décrite par Halliwel et al. (1987). Les différentes
concentrations en HE, BHT et tocophérol sont ajoutés au mélange réactionnel contenant
3 mM de désoxyribose, 0,1 mM d’EDTA, 0,1 mM d’acide ascorbique, 0,1 mM de FeCl3, 1
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mM de I'eau oxygénée (H2O2) et 20 mM du tampon phosphate (pH : 7,4) pour atteindre
un volume final de 3 ml.

Le mélange réactionnel est incubé pendant 1 heure a 37 °C. Un millilitre de TBA (1
%) et 1 ml d’acide trichloracétique (2,8 %) sont ajoutés aux tubes puis sont incubés a 100
°C pendant 20 mn. Apreés refroidissement, I'absorbance de la solution résultante ainsi que

le blanc (désoxyribose + tampon phosphate), est mesurée a 532 nm. Le pourcentage de
dégradation du désoxyribose est calculé selon la formule suivante :

1% = (Ag — A1/ Ag) * 100

Avec : Ag I'absorbance du témoin et Aq I'absorbance de 'échantillon.

Indice de peroxyde (IP) : ISO 3960
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Principe

La vitesse d'oxydation d’'une huile se traduit par une augmentation de son indice de
peroxyde. Durant ce test, I'activité antioxydante des huiles essentielles étudiées comparée
a celle des antioxydants de synthése (BHT et BHA) a été expérimentée sur une huile de
tournesol raffinée (Fleurial). Le suivi de I'état oxydatif de I'huile s’est fait en mesurant I'indice
de peroxyde.

La détermination de I'indice de peroxyde est la méthode incontournable, mais elle
est imparfaite puisqu’elle a un lien avec la peroxydation et non avec le rancissement.
Cette méthode normalisée (NF T 60 — 220 annulée et remplacée par ISO 3960), avec
une bonne répétabilité, dispose par ailleurs de valeurs de référence (Codex alimentarius et
Pharmacopée) (Judde, 2004).

Le principe consiste en I'oxydation des iodures en iode par I'oxygéne actif du peroxyde.
Il est calculé selon la formule suivante :

IP=5(Vt-V g )

Ou: Vt = Volume de thiosulfate de sodium dans l'essai et Vg = Volume de thiosulfate
utilisé pour le témoin.
Mode opératoire

L’huile a été répartie dans 37 flacons en verre transparent d’environ 200 ml, remplis a
moitié et exposés a la lumiére du jour et a la température ambiante. Le tableau 6 indique la
répartition des échantillons dans les différents flacons.

Tableau 6: Répartition des échantillons



N° du flacon Contenance

1 Huile témoin

2 Huile + 100 ppm Tp

3 Huile + 200 ppm Tp

4 Huile + 400 ppm Tp

5 Huile + 600 ppm Tp

6 Huile + 800 ppm Tp

7 Huile + 1000 ppm Tp
8 Huile + 100 ppm Td

9 Huile + 200 ppm Td
10 Huile + 400 ppm Td
1" Huile + 600 ppm Td
12 Huile + 800 ppm Td
13 Huile + 1000 ppm Td
14 Huile + 100 ppm Tm
15 Huile + 200 ppm Tm
16 Huile + 400 ppm Tm
17 Huile + 600 ppm Tm
18 Huile + 800 ppm Tm
19 Huile + 1000 ppm Tm
20 Huile + 100 ppm Of
21 Huile + 200 ppm Of
22 Huile + 400 ppm Of
23 Huile + 600 ppm Of
24 Huile + 800 ppm Of
25 Huile + 1000 ppm Of
26 Huile + 100 ppm BHT
27 Huile + 200 ppm BHT
28 Huile + 400 ppm BHT
29 Huile + 600 ppm BHT
30 Huile + 800 ppm BHT
31 Huile + 1000 ppm BHT
32 Huile + 100 ppm BHA
33 Huile + 200 ppm BHA
34 Huile + 400 ppm BHA
35 Huile + 600 ppm BHA
36 Huile + 800 ppm BHA
37 Huile + 1000 ppm BHA

Chapitre V : Matériels et méthodes

Tp : Thymus pallescens, Td : Thymus dreatensis, Tm : Thymus munbyanus, Of :

Origanum floribundum, ppm : partie par million.

La mesure de I'lP s’effectue a des intervalles de temps plus ou moins réguliers pendant
une durée de stockage 88 jours.

Mesures des diénes conjugués : Norme ISO 3656

Principe
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La mesure des diénes conjugués est une méthode rapide réalisée par mesure
spectrophotométrique a 232 nm directement sur le corps gras. Cette méthode vient parfois
remplacée I'indice de peroxyde, C’est une méthode normalisée (NF T 60 — 223 annulée et
remplacée par ISO 3656), corrélée a la présence de formes diénes conjuguées.

Elle est couramment réalisée dans de I'hexane, le cyclohexane ou dans des alcools
tels que I'éthanol, le méthanol ou l'isopropanol.

Mode opératoire

Apreés dissolution de 100 mg d’huile de tournesol dans 10 ml de solvant (cyclohexane), diluer
10 fois cette solution obtenue et mesurer I'absorbance a 232 nm (Wolff, 1968).

Dosage des acides gras par chromatographie phase gazeuse

Principe

La composition en acides gras des différents échantillons de I'huile de tournesol (Tableau
6) a été déterminée par chromatographie en phase gazeuse (CPG) des esters méthyliques
d’acides gras.

L'injection en CPG d’un corps gras est précédée d’'une méthylation directe des AG,
présents sous forme libre ou estérifiés dans le mélange, afin de les rendes plus volatils.

Mode opératoire

La méthylation des acides gras est réalisée selon la méthode décrite par Lessoued
(1998), une méthode qui a 'avantage d’étre simple, rapide et ne demande qu’une quantité
trés faible de matiére grasse (100 mg) (Babouri, 2003). Elle fait appel a un traitement
par I'hydroxyde de sodium méthanolique 2N et de I'acide chlorhydrique 1N. Les esters
méthyliques ainsi formés sont récupérés aprés centrifugation avant d’étre analysé par CPG
selon les conditions opératoires suivantes :

Appareil de type CP. Chrompack. 9002 ;
Colonne capillaire : CP silicone 88 ;

—  Longueur:25m;

—  Diamétre interne : 0,32 mm ;

Température de l'injecteur : 250 °C ;
Température maximale du four : 180 °C ;
Température du détecteur : 250 °C ;
Gaz vecteur : Azote ;

Débit du gaz vecteur : 1 ml/min ;
Volume injecté : 0,2 uL.

Evaluation de I'activité antimicrobienne des HE
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L’évaluation de I'activité antimicrobienne des HE étudiées, a été appréciée selon la méthode
de diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles en cellulose appelés
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aromatogrammes. Les tests ont été effectués au niveau du CRD-SAIDAL (El-Harrach,
Alger). Le principe de la méthode est tiré a partir du titrage des ATB « Pharmacopée
Européenne, 2002 ». Le mode opératoire quant a lui, a été approuvé par la directrice du
laboratoire de microbiologie du CRD-SAIDAL.

La méthode de diffusion sur milieu gélosé a été utilisée au par avant par plusieurs
chercheurs, et reccemment par : Chao et al . (2000) et Ozcan et al ., (2003).

Principe

La méthode des aromatogrammes consiste a déposer un disque stérile en cellulose
(Diamétre : 6 mm) imprégné de I'HE a tester, a la surface d’une gélose préalablement coulée
dans une boite de Pétri et ensemencée avec le micro-organisme testé. Aprés incubation, la
lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre (mm ou cm) de la zone claire autour
du disque (halo translucide), appelée : zone d’inhibition (Figure 12).

Dhisque wnprégne  Croissance
d'HE mierobienne

< >

Zone d imbubution
Figure 12: Schéma simplifié du principe de la méthode des aromatogrammes

Micro-organismes testés

L'activité¢  antimicrobienne des HE étudiées a été testée sur 07 micro-
organismes pathogénes (Tableau 7), des souches pures et issues de la collection du
laboratoire de microbiologie du CRD-SAIDAL.

Tableau 7: Liste et caractéristiques des souches microbiennes testées

Nom de la souche N° ATCC Gram Famille
Enterococcus faecium 6569 + Streptococcaceae
Staphylococcus aureus 6538 + Micrococcaceae
Staphylococcus epidermidis 12228 + Micrococcaceae
Pseudomonas aeruginosa 9027 _ Pseudomonadaceae
Klebsiella pneumoniae 4352 _ Enterobacteriaceae
Escherichia coli 4157 _ Enterobacteriaceae
Candida albicans 24433 Cryptococcaceae

Protocole expérimental

Préparation de I'inoculum

Pour les bactéries
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Les suspensions bactériennes ont été réalisées par prélévement de 3 a 5 colonies bien
isolées et identiques d’'une culture jeune de 18 h, les mettre ensuite dans 5 ml d’'eau
physiologique stérile, puis agiter au vortex pendant quelques secondes.

La lecture de la transmittance est effectuée en utilisant un spectrophotométre réglé sur
une longueur d’'onde de 620 nm. La valeur de la transmittance doit étre comprise entre 22

7 8

% et 32 %, ce qui correspond a une concentration de 10" a 10~ germes/ml.

Pour les levures

La préparation de l'inoculum pour les levures est la méme que celle utilisée pour les
bactéries sauf que, pour les levures, la culture doit étre agée de 48 h et que la valeur de
la transmittance doit étre entre 2 % et 3 %, ce qui correspond toujours a une concentration

de 107 a 108 germes/ml.

NB : L'inoculum doit étre utilisé dans les 15 minutes qui suivent sa préparation.

Examen de I’échantillon

Préparation des milieux de culture (Selon Guiraud, 2003)
Milieu Mueller-Hinton

Pour préparer 1L de milieu de culture, il faut :

Extrait de viande (2 g) ;
Hydrolysat acide de caséine (17,5 g) ;
Amidon (1,59) ;
Gélose (10 g).
Les différents ingrédients sont ensuite mélangés puis autoclavés pendant 15 minutes a 115

°C. A la sortie de l'autoclave, le milieu qui doit étre de pH 7.4, est réparti dans des flacons
de 250 ml.

Milieu Sabouraud gélosé

C’est un milieu Sabouraud-glucose constitué lui-méme d’un bouillon gélosé a 2 %. L’addition
de la gélose ne s'opére qu’aprés la préparation du milieu Sabouraud-glucose qui a comme
ingrédients : peptone de viande (5 g), peptone de caséine (5 g) et du glucose (20 g).

Le milieu Sabouraud-glucose qui doit étre de pH 6,3, est réparti en tubes a essais de
9 a 10 mL, ces derniers sont ensuite autoclavés pendant 20 minutes a 120 °C.

Préparation de la premiére couche du milieu

La fonte du milieu gélosé Muller-Hinton et le Sabouraud s’ effectue dans un bain marie a 95
°C, puis une premiére couche est versée aseptiquement dans des boites de Pétri a raison
de 15 ml par boite avec 3 répétitions par souche. Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.

Préparation de la deuxiéme couche du milieu

Aprés la fonte du milieu gélosé Muller-Hinton et le Sabouraud dans un bain marie a 95 °C,
on uis laisser fondreau 7), tousvec 3 répétitions pour chaque concentration. refroidir jusqu'a
atteindre une température de 45 °C, des flacons en verre stérile sont remplis avec 50 ml de
Muller-Hinton pour les bactéries, et avec 50 ml de Sabouraud pour les levures, ceci pour
chacune des souches.
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200 pl de chaque suspension sont ensuite prélevés pour ensemencer les milieux de
culture. Puis agiter manuellement les flacons et transvaser rapidement 4 ml de chaque
milieu inoculé en deuxiéme couche sur la surface des boites contenant déja la premiére
couche de gélose. Etaler rapidement la seconde couche en faisant pivoter la boite sur elle-
méme pour avoir une surface uniforme, et enfin laisser solidifier sur la paillasse.

Dépbt des disques
Les disques en cellulose stérile, imbibées d’'une quantité d’HE a tester, sont déposés sur la

surface de la gélose, puis laisser diffuser sur la paillasse pendant 30 minutes. L’incubation
s’effectue a 37 °C pendant 24 H pour les bactéries et 25 °C pendant 48 H pour les levures.

Analyse statistique

Les résultats obtenus lors de I'évaluation de I'activité antioxydante et antimicrobienne des
HE testées ont fait 'objet d’'une analyse de la variance et d’'une analyse par le test de Tuckey
en utilisant le logiciel SPSS 8.0.

Tous les graphes et les histogrammes obtenus ont été réalisés en utilisant les deux
logiciels : Excel (Microsoft Office 2003) et Statistica 6.0.
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Chapitre VI : Résultats et discussions

Localisation des sites producteurs d’huiles
essentielles

Les Thymus

70

L'observation des coupes histologiques de la tige et de la feuille de deux espéces du thym
(Thymus dreatensis et Thymus munbyanus) révéle, bel et bien, la présence de poils tecteurs
(PT) et sécréteurs (PS) autour des organes (tiges et feuilles) comme Tlillustrent les figures
13 et 14.

Pour le thym de Boussaada (Thymus pallescens), les coupes histologiques n’ont pas
été réalisées par défaut de matiere végétale fraiche.

Les différences que nous avons pu relever par rapport aux poils de la tige résident dans
le fait que ces poils sont plus abondants sur la tige qu'au niveau de la feuille et ils devraient
en principe fournir la majeure partie des huiles essentielles.

A (Cr.:25x3.3) B (Gr.:25% 32
Figure 13 : Coupe transversale de la feuille (A) et de la tige (B) de Thymus dreatensis
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C (L. . L

Figure 14:Coupe transversale de la tige (C) et de la feuille (D) de Thymus munbyanus
(PT : poil tecteur, PS : poil sécréteur)

L’origan

Les coupes histologiques réalisées sur les organes aériens (tige et feuille) d’Origanum
floribundum de Chréa révelent la présence de poils tecteurs, sécréteurs et glandulaire
(figures 15).

c (3. ;100 %32
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Figure 15: Coupe transversale de la tige (A) et de
la feuille (B et C) de l'origan (Origanum floribundum)

(PT : poil tecteur, PS : poil sécréteur, PG : poil glandulaire)

Rendement de I'extraction en HE

Les Thymus

Les rendements d’extraction en huiles essentielles des trois espéces du thym exprimés en
grammes par 100 g de la matiére végétale séche, pendant la période de floraison, sont
regroupés dans le tableau 8.

Tableau 8: Rendement en huile essentielle des trois espéces du thym

Espéeces Rendement (g /100 g)
Thymus munbyanus 2,8
Thymus pallescens 4,6
Thymus dreatensis 3,1

Les rendements en HE illustrés dans le tableau 8, montrent que le meilleur rendement
est enregistré sur Thymus pallescens. Ce rendement est largement supérieur a celui trouvé
par Bousbia (2004) mais équivalent a celui signalé par Chikhoune (2004) en travaillant
sur la méme espéce qui provenait de la région de Tablat. Les rendements obtenus par ces
auteurs sont respectivement 2,9 et 4,7 %.

Cet écart est probablement attribué a la différence de provenance du matériel végétal
ainsi qu’a la période de récolte.

L’origan

Le rendement de I'extraction de I'huile essentielle de l'origan de Chréa (Origanum
floribundum), exprimé en grammes par 100 g de la matiére végétale séche, pendant la
période de floraison, est donné dans le tableau 9.

Tableau 9: Rendement d’extraction de I'origan de Chréa en période de floraison

Espéce Rendement (g /100 g)
Origanum floribundum 43

D’aprés ce tableau, le rendement obtenu pour cette espéce est largement supérieur
a celui rapporté par Azzoudj (1999) en travaillant sur la méme espéce et de méme
provenance (3,0 %). Cet écart peut étre interprété par la fluctuation des conditions
climatiques ou tout simplement du a la période de récolte.

La cinétique d’extraction des HE
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Dans le but d’étudier l'influence de I'état de la matiére végétale (entiére, broyée) sur la
cinétique d’extraction, I'évolution du rendement en huile essentielle en fonction de la durée
d’extraction a été réalisé. Une masse d’environ 100 g a été soumise a une hydrodistillation
pendant une durée de 120 mn. Les fractions de I'huile essentielle ont été récupérées a des
intervalles de temps réguliers.

Cas du thym (Thymus pallescens)

Les résultats de la cinétique d’extraction de I'HE du thym de Boussaada sont regroupés

dans le tableau 10 et figures 16 :

Terrgs () e hivoepsge Sars hrmysge
Ve Rt ) Bt (350 ¥ el Bty (%) HLdte ()
5 1,05 0,93 1am 120 023 025
10 am 0% 152 1,75 050 L%
L5 2,79 0,75 140 1480 120 P
. 3.3 0, 112 340 0.7 543
i 340 0,23 340 323 142 344
il 383 023 164 415 (1fie} 593
3 4,00 0,l4 3,78 4,35 1,1 a1t
2l 410 0,03 158 410 0,14 436
a5 4,15 0,04 30z 4,480 1am 435
A 4. 0,04 157 470 0.nz 445
ki 4,29 0,04 402 420 1am 454
il 425 0,m 40z 435 0.04 438
L] 4,25 0,0 402 480 1,04 LER
M 425 n,m 40z 405 0,04 458
IR5 4,25 0,0 402 4,85 1a0 LT
1l 423 0,m 402 485 n.ao 453
BS 4,29 0,0 402 405 1.0 LT
Ll 425 n,m 40z 495 o.aon 443
a3 4,25 0,0 402 493 1,0 L
1in 425 0,m 402 485 n.ao 448
105 4,25 0,0 402 4,85 1.a0 LT
110 425 n,m 40z 405 n,an 458
115 4,25 0,0 402 4,85 1a0 LT
10 427 n,m 40z 495 o.aon 4538

Tableau 10: Variation du rendement en HE de
Thymus pallescens en fonction du temps d’extraction

V (ml) : Volume cumulé en HE.

Rdt j (%) : Rendement instantané en HE (de la prise au temps t).
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Rdt ¢ (%) : Rendement cumulé en HE.

Au début de I'extraction, le volume (V) et le rendement (Rdt) cumulés en HE sont plus
importants dans le cas d’une extraction avec broyage. Les rendements enregistrés sont
2,60 % et de 2,46 % respectivement pour une extraction avec et sans broyage aprés 15

mn. A partir de la 20°Me mn, le volume et le Rdt cumulés sont plus importants lorsque la
matiére végétale n’est pas broyée.

Durant les 15 premiéres minutes de I'extraction, le Rdt cumulé était plus important avec
broyage, ceci est probablement di a 'augmentation de la surface de contact. Aprés cela,
les résultats obtenus sont plus intéressants dans le cas de I'extraction sans broyage.

Ce phénomeéne peut s’expliquer par le fait que les HE sont des substances trés volatiles
et que durant le broyage, une partie de ces huiles c’est volatilisée.

Le Rendement maximal en HE est obtenu aprés 55 mn pour I'extraction avec broyage
et aprés 70 mn pour le cas sans broyage.
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Figure 1: Cinétique d'extraction de 'HE du thym au cours du temps

Les vitesses instantanées d’extraction de 'HE du thym sont calculées a partir des
rendements instantanés en HE notés chaque 5 mn. Les résultats obtenus sont représentés
graphiquement dans la figure 17.

Une diminution accrue de la vitesse instantanée d’extraction des HE est observée dans
les deux cas. Néanmoins, cette diminution est plus importante dans le cas de I'extraction
avec broyage.



Chapitre VI : Résultats et discussions

A  Awsr hrny:_ﬂﬁ * Sas |"|r'|'|:|-F.|!:.|F!

=
e Tt e m e m e e e e e e s e f e e - - — — = — = — —

Bo& & &% A od & s -é#" 5

Turops (oow

Figure 17: Evolution de la vitesse instantanée en fonction
de la durée d’extraction de 'HE du Thymus pallescens

Cas de l'origan

Les résultats de la cinétique d’extraction de I'HE d’Origanum floribundum sont regroupés
dans le tableau 11 et les figures 18:
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EDD 3.&1n d00o 2,550 4550 J,0d0 4,210
=1 A80a 0 30e 3,58 4550 0 0do 4250
TOo Rl ] anDo 2,550 4550 anDo 4,250
TEm A80a 0 00e 3,58 4550 0 J30e g d6e
={uli] Z&81o anDo 5,550 3550 anDo 4,250
=] A E0a 0 00e 3,56 4&5a 0 30e il ]
a0o 3,310 anoo 3,50 550 an0o 4,250
95a 280 a 0 00e 3,58 4580 0 a0e il ]
100 3.&1n d00o 2,550 4550 000 4,250
1056 A80a 0 30e 3,58 4580 0 30e 4. d6e
1400 2&1o dnbo 5,550 34550 d n0o 4,250
116 A80a 0 00e 3,58 4550 0 J30e g d6e
1200 Z&1o anDo 5,550 3550 anDo 4,250

Tableau 11: Variation du rendement en HE
de l'origan en fonction du temps d’extraction

Les résultats de la cinétique d’extraction de 'HE de l'origan sont similaires a ceux
obtenus précédemment avec du thym.

Au début de I'extraction, pendant les 15 premiéres minutes, le volume et le Rdt cumulés
en HE sont plus importants lors de I'extraction avec broyage. On a enregistré un Rdt de
2,71 % et de 2,57 % respectivement pour une extraction avec et sans broyage aprés 15
mn. Dés la 20°™€ mn, le meilleur Rendement cumulés est signalé dans le cas de la matiére
végétale non broyée. Les mémes arguments cités dans le cas du thym, peuvent interpréter

ces résultats.
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Figure 18: Evolution du rendement d’extraction en HE de l'origan au cours du temps

La majeure partie des HE de l'origan est extraite aprés 45 mn, ce qui correspond a
97,35 % et a 93,40 % de la totalité des HE extraites, respectivement avec et sans broyage.

Un palier est enregistre aprés 55 mn dans le cas avec broyage et 65 mn dans le cas
sans broyage, ce qui signifie qu’il n y a plus d’HE a extraire. A cet instant, I'extraction peut-
étre interrompue.

Une nette diminution de la vitesse instantanée d’extraction des HE est remarquée dans
les deux cas. Néanmoins, cette diminution est plus importante dans le cas d’un broyage
(Figure 19).
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Figure 19: Evolution de la vitesse instantanée
en fonction de la durée d’extraction de I'HE d’origan

Conclusion

D’une maniére générale, les rendements en HE obtenus sont plus importants dans le cas
d'une extraction sans broyage de la matiére végétale des deux espéces étudiées. Par
conséquent, il est plus intéressant d’effectuer une extraction sans broyage de la matiére
végétale.

Caractéristiques des HE

Caractéristiques physiques et organoleptiques
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Cas des Thymus

Les caractéristiques physiques et organoleptiques des huiles essentielles des trois espéces
du thym étudiées sont résumées dans le tableau 12.



Chapitre VI : Résultats et discussions

Humiler evemn fie ke
Caranki ris tiyue
Tipmaur pourbyoias Thrmuecpaliesomms Thwmue draateniz
Limida maobik Loquids rabils Liguide mehilz
Crrganaleyp tygues Tumee elaive Condaur orample Jamne Orzngd

Coarantieistiqe, aneuligue, phinoligs aeee wa fed Bgbraread dpicd

1,495 493 L85

1514 0,020 0,537

Tableau 12: Caractéristiques physiques et organoleptiques des trois espéces du thym

Ces résultats sont conformes a ceux citées dans la littérature et ceux données par

AFNOR (2000) (Tableau 13).

Hiuile esvendialle Apect,coulenr Odeur Densie Indiee  de
relative 4 wifrocdon 4
El R 20t
Timis pgulecfl  Ligads, brin wugs T T
A A
Clavarbérietione, 0,935 1,505
Thmmiae ramebichim L hyomnligoa, 1,500 1,462
phevoliqu,  asvéable & 4
ot an fomd g 000 1,465
s wlgr L. Egir=mend ¢ pace 0811 1,494
Brun & bom mouge A &
0,931 1,500

Tableau 13 : Caractéristiques physiques et organoleptiques de
quelques espéces du thym selon AFNOR (2000) et Masada (1976).

Normes Afnor, 2000.
Masada, 1976.

Cas de l'origan

Les résultats de l'analyse physique et organoleptiques d'Origanum floribundum sont

rapportés dans le tableau 14.
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ks e svom thaTls
o R
™ y G pararm. Torbarednm
Aspect Liguide mchilz
Comleur Jaune
Orrganalep il juee
O Caractéritigue, ampéshls, momadime,
phemoliqre avee ne fowd Jeotreme st dpins
Indks da nifracten &
L,.Z0
Phyviues W
Diemeiié: molative & 20°C 0,596

Tableau 14: Caractéristiques physiques et organoleptiques de l'origan de Chréa

Ces résultats sont légérement différents de ceux cités par Belaiche (1979) en travaillant
sur une espece d’origan poussant en Espagne (Tableau 15).

Tableau 15: Caractéristiques physiques et organoleptiques de I'origan d’Espagne Belaiche (1979)

Huile essentielle Couleur Densité relative a 20°C | Indice de réfraction a 20°C
Origan d’Espagne |Brun foncé |0,945 1,508

Analyse qualitative et semi-quantitative des HE par CPG et CG/SM

Analyse qualitative des HE par CPG

Thymus pallescens

A) Extraction par solvants
a) Extraction par I’hexane

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse de I'extrait par I'hexane de Thymus
pallescens a fourni 55 pics dont 42 ont été identifiés (Tableau 16).
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W [R [ Composis Identification | IR Lttératures
1 |1033 |o-Pinene 1032
2 [100% | o-Thojene 1035
3 [1080 | Camphene 1072
4 |1122 | p-Pinere 1119
5 [1163 | B3 Cuene 1163
6 (1175 | p-Myrens 1
7 |1180 | o-Phellandrere 177
3 1198 | o Terpinene 1152
$ |1216 | Limonene 1212
10 {1227 | p-Phellandzene 12
11 {1265 | Terpinene 1261
12 [1275 | Tras-p-Orircere 1272
13 [1264 | p-Cymine 1290
14 (1304 | Terpinolens 1300
15 |1391 | Nonanal 1417
16 [ 1463 | 1-Octen, 3-01 1462
17 | 1483 | frans-Sdbinene Hydrate 1432
13 [ 1509 | o-Copasne 1509
19 (1548 | p-Bowbonene 1536
20 [ 1558 | Linalool 1558
21 [1367 | cis-Sabmere byt 1567
22 [ 1621 | Terpinen-a01 1613
23 | 1626 | p-Caryophyllene 1620
24 [ 1675 | o-Humalene 1687
25 [1717 | a-Terpineol 1723
26 [1725 | Bomeol 1732
27 [ 1734 | Gemmacrene D 1742
23 [1749 | p-Bisabolene 1748
29 [1779 | 5-Caliere 1772
30 [ 1788 | y-Cadivene 1776
31 [ 1795 | trans-Cadivg-1-d-diere | c 1799
32 [1881 | Carveol 1882
33 (1901 | Bytaned 1820
34 |2051 | Caryophyllene oxide 2051
35 (2120 | Globulol 2105
36 |2148 | Spathulensl 2145
37 (2175 | Engenol 2157
20 [ |7 o 1o
20 |1770 | 5-Cainere 17172
30 | 1786 | -Cadinene 1776
31 [1795 | trans- Cadiva LA diere | 1799
32 [1881 | Carveol 1852
33 (1901 | niytanol 1839
34 | 2051 | Caryophyllens oxide 051
35 |2120 | Globulol 2105
36 (2148 | Spathulenol 2145
37 [2175 | Engenol 219
3% |2194 | T-Cadinl 2198
39 (2198 | T-Cadinal 219
40 {2311 | Thyraol 2312
41 |2325 | o-Cadinel 259
42 2335 | Carvacyol e, 2333

Tableau 16: Analyse qualitatif par CPG de I'ext

rait par 'hexane de Thymus pallescens

IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne polaire

Stabilwax (PEG).

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. s : comparaison avec des standards

(étalons).

b) Extraction par I’éther diéthylique

L'analyse par CPG de I'extrait par I'éther diéthylique de Thymus pallescens sur colonne
capillaire polaire Stabilwax (PEG) a fournis 24 pics dont 21 ont été identifiés (Tableau 17).
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Huiles essentielles de thym et d'origan

Temps Bwec hroyarne Sans hroyaye

(min] v {mil} R, %) Radt, (%) ' {milh R, | %) Rat, (%)
5 1,40 131 131 1,30 121 121
10 240 053 20 225 = 210
15 2450 0 A5 2.1 275 0 A5 287
20 105 023 285 320 03 259
] 3,30 014 30 355 018 332
k] 1,45 014 3 375 018 351
5 155 oo 33 3595 0,18 1]
10 ER= 0o 341 4,10 014 353
15 iro 004 3 425 014 3|y
1] £ 0o 351 435 0 407
55 3,850 004 3.55 445 0o 4,16
i) 3,60 0oa 355 155 004 1M
i 380 opo 355 4.55 004 125
7 180 0o 355 455 0o 125
[E] 380 opo 355 455 0o 425
i) 3,80 opoo 355 455 0o 125
&5 380 opo 355 455 0o 425
] 3,80 0o 355 455 0o 425
45 180 oo 355 455 oo 425
100 3,80 0o 355 455 0o 425
105 380 oo 355 455 0 425
110 380 0o 355 455 0o 425
115 3,60 0oa 355 155 ood 125
120 380 opo 355 455 0o 425

Tableau 17: Analyse qualitatif par CPG de I'extrait par
I’éther diéthylique du thym de Boussaada (Thymus pallescens)

IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne polaire
Stabilwax (PEG).

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. s : comparaison avec des standards
(étalons).

c) Extraction par I’éthanol

L'analyse chromatographique de 'extrait par I'’éthanol du thym de Boussaéda a permis
d’identifier 31 composeés sur 45 pics obtenus (Tableau 18).
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N |IR Composés Identification | IR littératures
1| 1173 | p-yrcens c 1173
2 1194 |- Terpinene c 1192
3 |1214 |Liraonene c 1212
4 11251 |ecis-p-Ocimens c 1246
5 |1262 |vy-Terpinene c 1261
6 1274 | frans-p-Ocirene c 1272
T 1291 |p-Cyméne c 1290
5 | 1312 | Terpinolene C 1300
9 | 1404 |Monanal c 1417
10 | 1461 |1-Octen, 3-01 c 1462
11 | 1481 | frans-Sabinene Hydrate |c 1482
12 | 1546 |p-Bowbonene c 1536
13 | 1556 | Linalool C 1558
14 | 1365 | cis-Sabinens hydrate I 1567
15 [161% | Terpinen-4-ol © 1613
16 | 1623 | p-Caryoplyllens c 1620
17 | 1685 | e-Huraulene C 1687
18 [1713 | y-Dluarolens © 1704
19 1722 | o Terpineal C 1723
20 |1730 |Bomeaol c 1732
21 | 1745 | p-Bisaholene c 1748
22 | 1782 | 6-Cadinene c 1772
23 1728 | y-Cadinene o 1776
24 11792 |trans-Cadina-1-4-diene | ¢ 1799
25 | 1878 |Carveol c 1881
26 | 2151 |Spathulenol c 2145
27 | 2171 |Eugenol c 2192
28 2194 | T-Cadinol c 2198
20 | 2308 | Thymal cs 2312
30 2322 | o-Cadinol .5 359
31 2332 | Carvacrol 8 2538

Tableau 18: Analyse qualitatif par CPG de I'extrait par I'éthanol de Thymus pallescens

IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne polaire
Stabilwax (PEG).

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. s : comparaison avec des standards
(étalons).

d) Extraction par le dichlorométhane (CH 2 CI 2 )

L’analyse chromatographique de I'extrait par CH2Clo du thym de Boussaada a permis
d’identifier 35 composés sur 46 pics obtenus (Tableau 19).
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Huiles essentielles de thym et d'origan

N IR Colnposés Dlentification IR litcératures
1 | 1030 g-Fin=ne 5 1022
21034 o-Thigens I 1035
31077 Camphene C 1072
4 1120 p-Finens C 1119
5 1180 &-3-Carene c 1163
& 1172 p-MWurcene c 1173
7 1178 w-Phellandrene C X
g 1193 o Terpinene C 11%2
% | 1213 Limeonsoe c 1212
10 1224 A-Fhellandrens c 1222
11 | 1262 v-Teminene c 1261
12 | 1273 irasas-f5-Clemeng - 1272
12| 1297 p-Cuméne C 1250
14 1302 Terpinalene c 1300
15 1404 onanal c 1417
16 | 1461  1-Octen, 3-01 [ 1462
17 | 1481 zresas-Zabinene Hydrete c 1482
18 1947 R-Bowhonens C 1536
15 | 1534 Linalool c 1558
20| 15966 mie-Sabinene hydrate o 1567
21l | 1612 Terpinen-d-ol c 1613
22 | 1624 PB-Carrophyllens = 1620
15 | 1404 Menanal c 1417
16 | 1461 1-Cicten, 3-01] C 1462
17 | 1421 trams-Sabinene Hydrate C 14582
1% | 1947 p-Borbonene o 1536
1% 1555 Lunalool c 1558
20 | 15688 ecis-Sabinens hydrabe c 1567
211 161% Terpunen-d-ol C 1613
22 | 1624  Pp-Carvovhvllene c 1620
23 | 1673  a-Humulene c 1687
21724 g-lerpinesl C 1723
25 1732 Borneol [ 17sz
26 1747  P-Bisabolene c 1748
7| 1768 B-Cadinene C 1772
28 | 1785 y-Cadinene C 17
25 1794 trans-Cadina-1-d-diene c 1759
3002120 Glebulel C Z105
Z1 | 2172 Eugenol c 2192
32 2198 'I-Tadino] C 2158
33 | 2397 Thymol = 2312
2 2311 e-Cadine] b B850
35 | 2325 Carvacrel .35 23

Tableau 19: Analyse qualitatif par CPG de I'extrait par CH2Clo de Thymus pallescens
IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne polaire
Stabilwax (PEG).

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. s : comparaison avec des standards
(étalons).

B) Extraction par hydrodistillation

L’analyse de I'huile essentielle du thym de Boussaada par CPG sur une colonne polaire
Stabilwax (PEG) a fournis 79 pics dont 46 ont été identifiés (Tableau 20).
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MNe TR Comnpasés Tlentification TR littératmres
1 107 Camehenrg 0 1072
2 1126 Sakinene c 1132
3 1151 Cartne ] 1140
4 1164 | &-ZClarens C 1163
5 1169  p-Idsrcene C 1173
A 1184 o-Terpinens c 1152
T 1204 Limonens o 1212
2 1217  p-Phellandrene C 1222
91237 | cis-R-Ocimene o 1244
10 1254 ¥-Terpinene = 1261
11 1273  frans-P-Ocimene c 1272
12 1282 | p-Theméne l: 12010
12 12%2 | Tersinolene o 1300
14 1406 | Monanal C 1417
15 1466 1-Coten, 3-01 c 1462
16 1507 o-Cletarne c 1509
1T 1536 B-Houtbonens c 1336
1% 15346  Linalesl o 1358
19 12628 | cis-Sabinene hydrate c 1567
20 1606  Thymel methwl ether |: 1611
21 1610 Terpinen-4-ol C 1613
2z 1623 p-Caryophyllens C 1620
23 1680 | e-Hurmulens c 1687
a4 1700 | w-Muwolene c 1704
25 1719  a-Terpinend c 1723
27T 1727 | Borneel c 1732
28 1M | Germactene D i 1742
23 196 p-Bizabolene C 1748
301774 S-Cadinene C 1772
31 UFE  w-Cadinene c 1778
32 1797 | trans-Cadina- 1-4-dien= C 1759
33 1982 | Cervacts] methvl ether .: 1976
34 2107 | Globulol C 2105
35 2141 | Spathulenol c 2143
36 2151 Eugensl 0 2192
37 21%8 T-Cadinol C 2158
35 2214 Thymol L2 2312
300221 w-Cadinol C, 2 2350
40 23ZY  Carvacrol L& 2338

Tableau 20: Analyse qualitative de HE de Thymus pallescens par CPG

IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne polaire
Stabilwax (PEG).

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. s : comparaison avec des standards
(étalons).

C) Fractionnement de ’'HE de Thymus pallescens

Le fractionnement de I'huile essentielle du thym de Boussaada (Thymus pallescens)
a été réalisé dans le but d’obtenir une fraction trés riche en carvacrol auquel on attribue

généralement le réle majeur de l'activité antioxydante. Ainsi, nous avons obtenu deux
fractions (Fq et F2) dont la composition chimique est donnée dans les tableaux 21 et 22.
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Huiles essentielles de thym et d'origan

N |IR | Composés Identification | IR littératures
1 |1019 | tricyelene © 117
2 [1025 | o-Pinene B 1028
3 |1029 | e Thujene © 1029
4 | 1070 | Camphene © 1072
5 |1113 | p-Pinens © 119
6 |1131 | Sabinens © 1132
T | 1137 |Carine © 1140
& | 1167 |8-3-Carene © 1163
9 |17 | p-Mlyrcene © 173
10 | 1176 | o-Phellandrens c um
11 | 1187 | o Terpinene © 1192
12 | 1206 | Lironene © 1212
13 |1217 | p-Phelandrene © 1222
14 | 1236 | cis-p-Ocimens © 1246
15 [ 1260 | -Terpinene © 1261
16 | 1267 | #rans-p-Ocirens © 1272
17 [1203 | p-Cyméme ¢ 1290
18 [1312 | Terpinolene C 1300
1% 1405 | Honanal © 1417
20 | 1459 | 1-Octen, 3-01 © 1462
21 | 1482 | frans-Sehinene Hydrate | 1482
22 1494 | n-Copaene © 1509
23 | 1533 | p-Bowbonen: © 1536
24 | 1547 | Linaloal C 1358
25 | 1578 | eis-Sabinene hydrate © 1367
27 | 1604 | Thyruol rethyl ether © 1611
28 | 1612 | Terpinen-d-ol © 1613
29 1629 | p-Caryophyllne c 1620
30 | 1676 | e Hureulens © 1687
31 {1707 | y-Munolens © 1704
32 (1719 | o Terpinsol © 1723
33 [1731 | Bomeol © 1732
34 | 1739 | Germacrene D © 1742
35 | 1751 | p-Risabolene © 1748
36 1774 | 5-Cadinsne © 1772
37 (1777 | y-Cadinene o 1776
35 |2160 | Spathulenol © 2145
39 2182 | Eugenol © 2192
a0 2198 | Thymol o5 2312
41 2313 | n-Cadinol [ 2359
42 | 2324 | Carvacrol 0,5 2338

Tableau 21: Analyse qualitative de la fraction F41 de Thymus pallescens par CPG

IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne polaire
Stabilwax (PEG).

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. s : comparaison avec des standards
(étalons).
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N IR Comipdiae s Tdentificakion | TH limé rotures
11074 | Carnplans [ 1073
2 1136 Sabimens C L1=2
30 115t Cartne = 1140
4 1164 &-3-Carene c Ligs
5 1180 | pDlymesms c 1173
6 11584 | w-Terpanere c 1153
T 124 Limaeane Q 1212
2 1217 p-Phelhndere c 132
Q157 es-[-Oritnens c 1245
(0 1254 3 Tearpincne o 1261
i1 123 #rans-F-Ocumens o 1272
12 1232 plwrning s 1200
11 1292 Tempmoknes c 1300
[4 1416 Nomanal c 1417
L5 146 140eden, 3401 o 1467
16 1307 elZapasts C 1500
17 1536 p-Boationers C 1534
13 1546 Linaloal o 1528
19 1542 | cis-Zabinere hydesde c 1567
20 1606 Thymol enethe] ethee c 1611
211610 Terpmey-d-al c lals
22 1623 B-Caryopbyllens g 1620
1680 e-Humulens c 1657
24 170 p-Dlowokns c 170
29 1M9 o Terpineol c L5
27 1727 Bornenl s 13
22 1742 | Oemmacrene O C 1742
23 174G P-Pisabalens C 1748
3 1774 | 5-Cadinene C 1772
311778 p-Coadmete c LT3
31 1727 | {rars-Cachna-1-d-chene C 1759
31 1932 Carvaerol mwethelather c 1276
4 107 GHohalsl c 2105
37 24l Spathulanol o 21ds
S35 1191 | Engenal C 21532
37 298 T-Cadinol c 210
314 T L, s EL] I
w3 2517 mmn] e e
40 33T Capsarol L5 U]

Tableau 1: Analyse qualitative de la fraction Fo de Thymus pallescens par CPG

IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne polaire

Stabilwax (PEG).

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. s : comparaison avec des standards

(étalons).

Thymus munbyanus

L'analyse par CPG de I'HE de Thymus munbyanus extraite par hydrodistillation sur une
colonne capillaire polaire Stabilwax (PEG) a permis d’identifier 42 composés parmi les 64

pics obtenus (Tableau 23).

Tableau 23 : Analyse qualitative de ’'HE de Thymus munbyanus par CPG
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Huiles essentielles de thym et d'origan

N° IR Composeés Identification | IR littératures
1 1035 a-Pinene C, S 1026
2 1039 o-Thujene C, S 1029
3 1082 Camphene s 1072
4 1125 B-Pinene C 1119
5 1138 Sabinene C 1132
6 1179 B-Myrcene C 1173
7 1184 a-Phellandrene C 1177
8 1199 «a-Terpinene C 1192
9 1219 Limonene C 1212
10 1230 [B-Phellandrene C 1222
11 1269 vy-Terpinene C 1261
12 1279 trans- B-Ocimene C 1272
13 1299 p-Cymeéne c 1290
14 1307 Terpinolene C 1300
15 1409 Nonanal C 1417
16 1466 1-Octen-3-ol C 1462
17 1486 trans-Sabinene Hydrate |c 1482
18 1486 a-Copaene c 1509
19 1541 [(-Bourbonene C 1536
20 1562 Linalool C 1558
21 1571 cis-Sabinene hydrate c 1567
22 1597 B-Elemene C 1600
23 1617 Terpinen-4-ol C 1613
24 1626 Thymol Methylether C 1611
25 1630 [I-Caryophyllene c 1620
27 1692 o-Humulene C 1687
28 1706 vy-Muurolene C 1704
29 1713 o-Muurolene C 1721
30 1721 ao-Terpineol C 1723
31 1729 Germacrene D C 1742
32 1738 pB-Bisabolene c 1748
33 1770 ©&-Cadinene C 1772
34 1783 y-Cadinene C 1776
35 1790 Geranyl acetate C 1778
36 1796 frans-Cadina-1-4-diene ¢ 1799
37 1830 Cuminaldehyde C 1813
38 1874 Geraniol C 1855
39 2058 Caryophyllene oxide C 2051
40 2159 Eugenol C 2192
41 2317 Thymol C, S 2312
42 2339 Carvacrol C, S 2338

IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne polaire
Stabilwax (PEG).

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. s : comparaison avec des standards
(étalons).
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Thymus dreatensis

Chapitre VI : Résultats et discussions

L'analyse par CPG de 'HE de Thymus dreatensis extraite par hydrodistillation a permis

d’identifier 38 composés parmi les 45 pics obtenus (Tableau 24).

Tableau 24 : Analyse qualitative de ’'HE de Thymus dreatensis par CPG

N° |IR Composés Identification IR littératures
1 1032 |a-Pinene c, S 1026
2 1035 |a-Thujene C, S 1029
3 1079 |Camphene S 1072
4 1122 | B-Pinene c 1119
5 1134 |Sabinene c 1132
6 1175 | B-Myrcene c 1173
7 1180 | a-Phellandrene c 1177
8 1195 |a-Terpinene c 1192
9 1215 |Limonene c 1212
10 1226 |B-Phellandrene c 1222
11 11264 |y-Terpinene c 1261
12 1276 |trans- f-Ocimene c 1272
13 1294 |p-Cyméne c 1290
14 1304 |Terpinolene c 1300
15 11406 |Nonanal c 1417
16 1464 |1-Octen-3-ol c 1462
17 1484 |trans-Sabinene Hydrate c 1482
18 1538 |B-Bourbonene c 1536
19 1562 |Linalool c 1558
20 |1570 |cis-Sabinene hydrate c 1567
21 1616 | Thymol Methylether c 1611
22 (1626 |Terpinen-4-ol c 1613
23 |1688 |o-Humulene c 1687
24 1718 |o-Muurolene c 1721
25 1727 |a-Terpineol c 1723
27 |1736 |Borneol c 1732
28 |1745 | GermacreneD c 1742
29 1751 |B-Bisabolene c 1748
30 1781 |®-Cadinene c 1772
31 1787 | y-Cadinene c 1776
32 (1797 |trans-Cadina-1,4-diene c 1799
33 [1827 |Cuminaldehyde c 1813
34 1844 | Nerol c 1830
35 |1874 | Geraniol c 1855
36 |2055 |Caryophyllene oxide c 2051
37 12309 | Thymol C, S 2312
38 2337 |Carvacrol c, S 2338

IR : Indice de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne polaire
Stabilwax (PEG).
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¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. s : comparaison avec des standards
(étalons).

Origanum floribundum

Parmi les 31 pics fournis par I'analyse qualitative de I'huile essentielle de I'origan cueilli dans
la région de Chréa, 29 composés ont pu étre identifiés (Tableau 25).

Tableau 25: Analyse qualitative de ’'HE d’origan de Chréapar CPG

N° IR Composeés Identification IR littératures
1 1033 |a-Pinene C, S 1032
2 1037 |a-Thujene c, S 1035
3 1080 |Camphene s 1072
4 1122 |B-Pinene C 1119
5 1135 |Sabinene c 1132
6 1175 | B-Myrcene C 1173
7 1180 |a-Phellandrene c 177
8 1196 |a-Terpinene c 1192
9 1216 |Limonene c 1212
10 1227 1-8-Cineole c 1223
11 1267 |y-Terpinene C 1261
12 1276 |trans- -Ocimene c 1272
13 1295 |p-Cyméne c 1290
14 1304 |Terpinolene C 1300
15 1463 |1-Octen-3-ol c 1462
16 1483 |trans-Sabinene Hydrate c 1482
17 1538 |B-Bourbonene c 1536
18 1559 |Linalool c 1558
19 1568 |cis-Sabinene hydrate c 1567
20 1614 | Thymol methylether C 1611
21 1623 Terpinen-4-ol c 1613
22 1627 |[1-Caryophyllene c 1620
23 1667 |a-Humulene C 1687
24 1727 Germacrene D c 1742
25 1735 |B-Bisabolene c 1748
27 2054 |Caryophyllene oxide c 2051
28 2314 | Thymol C, s 2312
29 2337 Carvacrol C, S 2338
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IR : Indice de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne polaire
Stabilwax (PEG).

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. s : comparaison avec des standards
(étalons).
Analyse semi-quantitative des HE par CG/SM

L'identification des composés des huiles essentielles par CG/SM a été essentiellement
basée sur la comparaison du spectre de masse de la molécule inconnue a celui d’'un
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composé pur fourni par la base de données du micro-ordinateur couplé au spectrométre
de masse.

Thymus pallescens

Apreés injection de I'huile essentielle du thym de Boussaada selon les conditions opératoires
citées precédemment, 68 composés ont pu étre identifiés (96,1 %) avec une concentration
élevée en carvacrol (46,9 %). Les résultats obtenus sont donnés le tableau 26 et la figure 20.

IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne capillaire non
polaire HP 5MS.

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. e : comparaison avec les spectres
de masses fournis par la librairie du spectrométre de masse. t = concentration inférieure
a 0.05 %.
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Figure 20 : Chromatogramme de I'huile essentielle de Thymus pallescens

D’aprés ces résultats, il apparait que I'huile essentielle du Thymus pallescens est
caractérisée par la dominance d’'un composé phénolique : carvacrol avec une teneur de
46,9 % suivie par deux hydrocarbures monoterpéniques : p-Cyméne, [1-Terpinene avec des
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teneurs de 10 et 14,2 % respectivement. Ces résultats sont proches de ceux rapportés par
Chikhoune (2004) en travaillant sur le thym de Tablat (Thymus pallescens) (Tableau 27).

Tableau 27: Analyse semi quantitative d’ H.E. de Thymus pallescens de Tablat(Chikhoune, 2004)

N° |Composés Concentration (%)
1 Ethyle acétate 2,218
2 a- Thujene 2,140
3 a — Pinéne 3,993
4 B- Pinéne 2,060
5 Myrcéne 0,460
6 a — Phellandrene 0,109
7 a — Terpinéne 2,792
8 p-Cymeéne 9,677
9 Limonéne 1,915
10 |y-Terpinéne 14,787
11 | Linalool 1,751
12 | Nerol 0,152
13 | Thymol 0,940
14 | Carvacrol 50,936
15 | Caryophyllene 0,454
Total 89,926

Fractionnement de I’'HE de Thymus pallescens

Les résultats de I'analyse semi quantitative des deux fractions F4 et F» sont résumés dans
le tableau 28 et figure 21.

92



Chapitre VI : Résultats et discussions

W Compoaes ] Q) Tentificxiion
T F.
T Delhyl Tmethybatyrate 1
2 o Thujes EET ] 0 e
3 aPiems 9@ 19 [N
4 Comphene 951 02 t o
5 Gabivere a0z t
6 PP % 05 t [
7 1-Octen3] 9 - [N
B 3-Octome 9 - t o
9 pblymeene w16 01
10 3.Octancl B t e
11 aPeelmdnne 07 04 o e
[FREEIEN me ot t e
13 aTeapres mr o ae 04 y
14 p-Crmbee W% 15 o e
15 pePhellmdens s - 0l o
16 Lomemens me 13 - (13
17 cpOcmueee - t
12y Terpinee W 283 LERY
ol Sainee henong oy - ol e
A hems-feChcimene s 02 - 13
A Honen =201 e - t s
2 Tapimles mwE [ SR
B pCymiee 1w - t e
4 Linh] w4 s - 33
25 Camphokns aliehyts - - t
% Baneol fds - [ SR
21 4Tapmel It 0 s
#  a-Terpireal s - t (3
% Thymol methyleiher 1E 03 Y
M Dibgdeoovavons me - t [
31 Thymel 1m7 1 [N
2 Carewmol W 4Rl B4 e
B albpesre FET (i8]
34 e e 0 04 e
3 peCaryophylme FETE R 0l e
% pCurens 14 - t ne
1 Ammedendrns JEETI (i8]
2 CemuammwD 10 . 01 o
®  Lodwe 8 - o e
CURER TS L t e
a1 pBusdolne - 01
@ pCadiene TR S
@ sCedivme JET I 0l o
4 ciea-Brbakns 1400 - (i8] (13
2 Spafluknal T 04
& Caryophylens coids LT 01 e
Toral [ (53
Hypdrocafbuns monoterpénicss 320 115
Diérms. manoteréniqnes eygenis a5 =11
Hyrdmeadbures sesquiterpeniques 03 ]
Doérivds sesquliecptiqnes Qoygénds an [T
A an 5]

Tableau 28 : Analyse semi quantitative des fractions
F1 et Fo de 'HE de Thymus pallescens par CG/SM

IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne capillaire non
polaire HP 5MS.

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. e : comparaison avec les spectres
de masses fournis par la librairie du spectrométre de masse. t = concentration inférieure
a 0.05 %.

D’apres les résultats du tableau 28, il apparait que la F4q est caractérisée par la
dominance des monoterpénes hydrocarbones (52 %) tandis que la Fo est dominée par

les monoterpénes oxygénés (82,1 %) tandis que les sesquiterpénes hydrocarbonés et
sesquiterpénes oxygénés sont a des taux tres fiables chez la Fo et entierement absents

au niveau de la F1.
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94

Le composé majoritaire qui caractérise les deux fractions est le carvacrol avec une
teneur proche de celle enregistrée avec 'HE de T. pallescens pour la Fq1 (43,1 %) et

nettement supérieure pourla F2 (81,4 %). Les teneurs en composés : [I-Thujene, a-Pinene,
[-Terpinene, p-Cyméne, [I-Terpinene et Linalool de la F1 sont largement supérieurs a ceux
observés au niveau de la Fp et de 'HE compléte.
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Figure 21 : Chromatogrammes des fractions F¢ et Fo obtenus par GC/SM

Thymus dreatensis

L'analyse chromatographique de I'HE de Thymus dreatensis par CG/SM a permise
d’identifier 61 composés (96,8 %) avec une teneur élevée en Linalool (30,4 %). Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau 29 et la figure 22.

Tableau 29: Analyse semi quantitative de ’'HE de Thymus dreatensis par CG/SM
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N° | Composés IR % Identification
1 a-Thujene 925 0.2 c.e
2 a-Pinene 939 1.2 c.e
3 Camphene 951 t c.e
4 Sabinene 973 0.1 c.e
5 B-Pinene 978 0.1 c,e
6 1-Octen-3-ol 986 0.5 c.e
7 3-Octanone 987 t c.e
8 B-Myrcene 992 2.5 c.e
9 3-Octanol 997 0.1 c.e
10 |a-Phellandrene 1007 0.1 c.e
11 | d-3-Carene 1009 t c,e,s
12 |o-Terpinene 1017 0.4 c.e
13 |p-Cyméne 1026 4 c.e,s
14 |Limonene 1044 0.3 c.e
15 | B-Phellandrene 1045 t c.e
16 |trans- B-Ocimene 1052 t c.e
17 |y-Terpinene 1060 4.4 c.e
18 |cis-Sabinene hydrate 1075 0.1 c.e
19 | 1-Nonen-3-ol 1088 t c.e
20 |Terpinolene 1093 t c.e,s
21 | Linalool 1104 304 c,e,s
22 | cis-Verbenol 1145 t c.e
23 |trans-chrysanthemal 1149 0.1 c.e
24 | Borneol 1166 t c.e
25 |Terpinen-4-ol 177 0.1 c.e
26 |a-Terpineol 1190 2.5 c.e
27 |cis-Dihydrocarvone 1197 0.1 c.e
28 |trans-Dihydrocrvone 1200 t c.e
29 | Nerol 1230 0.2 c.e
30 | Thymol Methylether 1235 0.7 c.e
31 |Cuminaldehyde 1238 0.3 c.e
32 |Neral 1242 0.6 c,e
33 | Geraniol 1273 19.6 c.e
34 | Thymol 1297 20.2 c.e
35 |Carvacrol 1317 1.1 c,e
36 |a-Copaene 1376 t c.e
37 |B-Bourbonene 1384 0.1 c.e
38 | Geranyl acetate 1385 0.3 c.e
39 |a-Gurjunene 1408 0.1 c.e
40 |B-Caryophyllene 1417 3 c.e
41 |B-Gurjunene 1428 0.1 c.e
42 |trans- a-Bergamotene 1438 t c.e
43 | Aromdendrene 1439 t c.e
44 |a-Humulene 1452 0.1 c.e
45 | Alloaromadendrene 1457 0.1 c.e
46 |GermacreneD 1480 1.8 c.e
47 |Ledene 1485 t c.e
48 | Bicyclogermcrene 1495 t c.e
49 |a-Muurolene 1497 t c.e
50 |B-Bisabolene 1506 0.7 c,e
51 |y-Cadinene 1511 t c.e
52 |d-Cadinene 1519 0.1 c.e
53 |B-Sesquiphellandrene 1525 t c.e
54 |trans-Cadina-1,4-diene 1527 t c.e
55 | cis-a-Bisabolene 1540 0.1 c.e
56 |Germacrene D-4-ol 11569 0.2 c,e
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IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne capillaire non
polaire HP 5MS.

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. e : comparaison avec les spectres
de masses fournis par la librairie du spectrométre de masse. .s : comparaison avec des
standards (étalons). t = concentration inférieure a 0.05 %.
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Figure 22 : Chromatogramme de I'huile essentielle de Thymus dreatensis

D’aprées le Tableau 29, I'HE du thym cueilli dans la région de Takoucht est caractérisée
par la dominance de trois composés a savoir: le Linalool, le Géraniol et le Thymol avec des
pourcentages de 30,4 %, 19,6 et 20,2 % respectivement suivie ensuite par le y-Terpinene,
le p-Cymeéne, le B-Caryophyllene et I'a-Terpineol avec des teneurs de 4.4, 4, 3 et 2.5 %.

Thymus munbyanus

L'analyse semi-quantitative de 'HE du thym de Bejaia (Thymus munbyanus) par CG/SM
a permis d’identifier 62 composés (97,1 %). Les résultats obtenus sont présentés dans le
Tableau 30 et la figure 23.
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Tableau 30: Analyse semi quantitative de 'HE de

(=

[

Thymus munbyanus par CG/SM

IR : Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne capillaire non

polaire HP 5MS.

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. e : comparaison avec les spectres
de masses fournis par la librairie du spectrométre de masse. .s : comparaison avec des
standards (étalons). t = concentration inférieure a 0.05 %.
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Figure 23 : Chromatogramme de I'huile essentielle de Thymus munbyanus

L'huile essentielle du thym de Bejaia est caractérisée par la présence de 5 composés
majoritaires: le Thymol, le p-Cymeéne, le y- Terpinéne, le Carvacrol et le B-Myrcene avec
des concentrations de 37.7, 14.2, 10.1, 8.4, 7.1 % respectivement.

Le tableau 31 montre les principaux composés de certaines espéces du genre Thymus.

Tableau 31: Principaux composés de certaines espéces du genre Thymus
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Composés T4 T2 T3 Tg Ts5
a-pinéne 0,3 2,1 1,1 4,3 0,3
Camphéne 0,2 1,8 0,9 - 0,3
Sabinéne 0,2 0,4 0,1 - -
a-terpinéne 1,0 - 1,5 0,3 0,9
p-Cyméne 7,3 0,3 16,7 8,0 10,0
Limonéne - 0,7 0,6 - -
y-Terpinene 4,5 0,1 12,5 3,2 6,3
Linalool 2,0 16,6 2,0 5,6 -
Thymol 38,2 - 11,3 0,7 36,5
Carvacrol 26,3 - 29,3 28,0 29,8

Tq4: T  pallscens de Tablat (Bousbia, 2004);

To : T. camphoratus de Algarve- Portugal (Miguel et al., 2004) ;

T3 : T. vulgaris de France (Pibiri, 2006) ;

T4 : T. numidicus de Yakourene (Tizi ouzou) (Fadli et Kessi, 2005) ;

Tg : T. spathulifolius de Sivas, Turkey (Sokmen et al. , 2004).

Origanum floribundum

L'analyse chromatographique par CG/SM de I'HE de l'origan provenant de la région de
Chréa (Origanum floribundum) a permis d’identifier 55 composés (96,6 %). Les résultats
obtenus sont présentés dans le Tableau 32 et la figure 24.

99



Huiles essentielles de thym et d'origan

L Composde o IFa Mo Identificationo ||
L Dvleebwl doonalomated IGERBERE T i
do [E]-2-Hexemal o 23lo to cpo i
o L hewer1-oln 2flo | to geo i
do 3 Heptanoneo dFlo | to o i
S Toeyrleren QXim | b CpH 1
fi o-Thegensa Q5 | 37 cesy I
T o-Piren= 2 O3s 2l cesH 1
i Cratiphre = ERTERNIN E |
s Sabirepe EEEERN eI T I
L0 f- Proeme & i DAz oesE |
Ll L-Cleten-3-0k EaE ;e |
L2 E-Dilsrrsme Al 288 g8 |
15 - Tarpitere # 1017 208 088 |
14 B- O s 10260 12,50 088 |
15c Limopers o 10440 to 50 i
1o b Plellandrenso 1052 o CEE0 i

Tableau 32: Analyse semi quantitative de I'HE de I'origan de Chréa par CG/SMN®
IR: Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne capillaire non
polaire HP 5MS.

¢ : Comparaison avec les IR cités par la littérature. e : comparaison avec les spectres
de masses fournis par la librairie du spectrométre de masse. .s : comparaison avec des
standards (étalons). t = concentration inférieure a 0.05 %.
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Figure 24: Chromatogramme de I'huile essentielle d’Origanum floribundum
D’apres les résultas du tableau 32, il apparait que I'huile essentielle de cette espéce
d’origan est caractérisée par la dominance d’un composé phénolique : le carvacrol (29,6 %)

suivie par deux hydrocarbures monoterpéniques : p-Cymeéne, [-Terpinéne avec des teneurs
de 18,5 et 13, 7 respectivement. Par contre le thymol est présent avec uniquement 8,4 %.

Fadli et Kessi, (2005), travaillant sur une population d’origan de la méme espéce
cueillie a Hammam Melouane, ont signalé la présence du thymol (isomére du carvacrol)
comme étant le composé maijoritaire avec une proportion de 27,26 % (Tableau 33).

Tableau 33: Analyse semi-quantitative de HE de I’origan par CG/SM d’aprés Fadli et Kessi (2005)

101



Huiles essentielles de thym et d'origan

N° |Composés %

1 a-Thujene 3,15
2 a-Pinene 1,80
3 Sabinene 0,69 -
4 B-Pinene

5 B-Myrcene 4,80
6 a-Terpinene 2,07
7 p-Cyméne 24,90
8 |y-Terpinene 22,29
9 a-Terpinolene 0,35 -
10 Dehydro p-Cyméne

11 | Linalool 2,36
12 |4-Terpineol 0,15
13 |a- Terpineol 0,39

14 | Thymol methyl ether 0,61
15 | Carvacrol methyl ether | 3,64

16 | Thymol 27,26
17 | Carvacrol 1,56
18 | p-Caryophyllene 1,45
19 | a- Humulene 0,38
20 |Bicyclogermacrene 0,12
21 |B- Bisabolene 0,19
22 |0-Cadinene 0,23

23 | Caryophyllene oxide 0,37

Le tableau 34 montre les principaux composés de certaines especes du genre
Origanum.

Tableau 34: Principaux composés de certaines espéces du genre Origanum

Composeés 01 O2 O3 Oy Osg
a-Thujene 0,9 1,2 0,3 2,2 0,5
a-Pinéne 0,5 0,8 0,7 1,0 0,5
B-Myrcéne 1,7 0,9 1,6 0,4 1,4
a-Terpinéne 2,2 2,8 15,0 3,1 1,7
p-Cymene 15,1 12,5 11,2 14,7 10,5
Limonéne 1,1 0,5 0,3 0,4 -
y-Terpinene 27,5 11,4 13,4 16,6 14,8
Linalool 1,1 0,4 1,0 1,4 1,0
Thymol 35,0 33,4 6,6 28,7 20,4
Carvacrol 6,4 17,0 47.0 22,8 40,5

O 1 : O. glandulosum de Larbaa (Bousbia, 2004) ;

O 2 : O. vulgare d’ltalie (Giamperie et al. , 2002) ;

O 3 : 0. glandulosum de Setif (Belhattab et al ., 2005) ;
O 4 : O. glandulosum deBejaia (Chikhoune, 2004) ;

O 5 : O. floribundum de Chréa (Azzoudj, 1999).
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Le tableau 35 récapitule la composition chimique des huiles essentielles des 4 espéces
étudiées et la figure 25 le pourcentage des différentes classes chimiques constituant chaque
HE.

Tableau 35: Composition chimique des huiles essentielles étudiées

IR: Indices de rétentions relatifs aux n-alcanes C7 - Co4 sur une colonne capillaire non
polaire HP 5MS.

t: concentration inférieure a 0.05 %. O.f . : Origanum floribundum, T.m .: Thymus
munbyanus, T.p .: Thymus pallescens, T.d .: Thymus dreatensis.
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Figure 25 : Pourcentages des classes chimiques constituants chaque HE

L'analyse par CG/SM des HE étudiées a montré que la classe des dérivés
monoterpéniques oxygénés (DMO) est la plus importante (49,7 — 76,2 %) suivie par la classe
des hydrocarbures monoterpéniques (HM). Cependant, les classes sesquiterpéniques sont
les moins représentées (figure 25).

D’une fagon générale, toutes les huiles sont caractérisées par la prédominance de
quatre composés a savoir le thymol et le carvacrol pour la classe des DMO et le p-Cyméne
et le y-Terpinene pour la classe des HM. Cependant le Linalool et le Géraniol sont les deux
composés majoritaires del’HE de Thymus dreatensis en plus du Thymol et de y- Terpinene
(Tableau 35).

Selon Melagan et al ., 1995, Ruberto et al ., 2002, Belhattab et al ., 2004 et
Belhattab et al ., 2005, la concentration des composés cités précédemment (phénols
et hydrocarbures) est complementaire. Elle est due probablement a la voie biosynthetique
commune suivie par ces composés ou bien a la période de récolte et / ou conditions
environnementales.

Evaluation de I’activité antioxydante des HE

Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH
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Les résultats obtenus lors du test de mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH (1,1-
Diphenyl-2-picryhydrazyl) sont résumés dans les tableaux 36 et 37 et les figures 26 et 27.
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Coirentration Activite de piegeage du radical DPPH? (%)
ppm) BHT BHA Tp Tm Td of Toc
100 35,540 6" 01,440 44 13,440, 4E 1232048 13,4£0,9% 26,8+0,80 | 89, 5£0,14
200 26, 640,68 91,840,774 29,4+2,00 2114045 | 23,1£0,8E 42,1+1,5¢ | 91,240,44
400 &7840,14 02,340,445 52,9+6,1C 36,720,907 | 39,0x0,17 74,3£0 48 92, 620,14
a0a 90,440, 58C 93,120,448 | 45, 5+1,00 50,6+1,6F | 56,7£0,9E 89, 7£1,50 | 95 140,148
1] 91,340,864 93,240,584 34,314, 5E 64, 820,40 | 71,441.4C 95,6084 | 95740 24
1000 01,840,14EC 1 03 540,14 34,945 3FC  TO443 00 | 56,242 300 05 3+0,54 | 05 8B40, 14F
ICsP <1004 <1004 397,3427,88 | 50404547 | 53581080 | 222,147 44 <1004

Tableau 36: Résultats du test du pouvoir de piégeage du
radical DPPH obtenus avec les HE, BHT, BHA et tocophérol

a Valeurs exprimées en moyenne + écart type.
b Concentration pour 50 % d’inhibition. Les moyennes avec des lettres différentes sont

significativement différentes (P<0.05).

BHT : Butyl hydroxy toluéne ; BHA : Butyl hydroxy anisol ; Tp : Thymus pallescens ;
Tm : Thymus munbyanus ; Td : Thymus dreatensis ; Of : Origanum floribundum ; Toc :
Tocophérol.

Camcenéradon (ppm)
Frecints 10t
1m 20 400 £on am Lona
9 IO IS SAAMTT @A Ol AT A hET
| 51,59 4% TLIELTA 1R800 3R TR AR TR THLMA T4 AEL TR <100

Tableau 37: Résultats du test de DPPH obtenus avec les deux fractions (F1, F2)

3 Valeurs exprimées en moyenne * écart type.

b Concentration pour 50 % d’inhibition. Les moyennes avec des lettres différentes sont
significativement différentes (P<0.05).
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Figure 26: Activité de piégeage du radical DPPH des différentes
concentrations des HE étudiées, BHA, BHT et du tocophérol
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Figure 27 : Cinétique de piégeage du radical DPPH par les HE
étudiées, BHA, BHT et tocophérol a une concentration de 600 ppm

Le DPPH est usuellement utilisé comme substrat pour évaluer I'activité antioxydante
des antioxydants (Oyaizu, 1986). C’est une méthode qui est basée sur la réduction d’une
solution méthanolique contenant le DPPH (DPPH o) en présence d’une source donatrice

d’hydrogéne qui est généralement des antioxydants réduits (Aox rgq) conduisant a la
formation de radicaux stables : DPPH-H ou DPPH g4 selon la réaction suivante :

Le pouvoir de piégeage du radical stable DPPH des HE du thym et de I'origan
existe puisque ils sont capables de réduire la forme stable de ce radical vers le
Diphénylpicrylhydrazine (coloration jaune).

D’une fagon générale, I'activité antioxydante des HE étudiées, du BHT, du BHA et de
I'a-tocophérol augmente proportionnellement avec 'augmentation de la concentration. Les
valeurs des ICg calculées pour les HE étudiées et la F1, varient entre 222,1 et 829,3 ppm,
néanmoins, ces valeurs restent largement inférieures a celles enregistrées avec les autres
échantillons (< 100 ppm).

D’aprés le tableau 36, une forte activité est significativement observée chez I'HE
d’Origanum floribundum (222,1 ppm) suivie par la suite par les HE de Thymus pallescens et
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Thymus dreatensis (397,3 et 535,8 ppm respectivement). Tandis que la plus faible capacité
a réduire le radical DPPH par les HE testées est significativement signalée chez 'HE de
Thymus munbyanus (figure 26).

Les antioxydants de synthése, manifestent une forte activitt méme a de faibles
concentrations. Pour une concentration de 100 ppm, les valeurs enregistrées sont de 85.5,
91.8, 89.5 % respectivement pour le BHT, le BHA et I'a-tocophérol. Les ICg(q de ces derniers

n’ont pas été déterminées car la plus faible concentration utilisée pour chaque substance
est nettement supérieure a celle nécessaire pour avoir les 50 % d’inhibition.

Pour le cas des deux fractions obtenues avec I'HE de Thymus pallescens (tableau 37),
deux remarques peuvent étre tirées :

Augmentation de [lactivité antioxydante des deux fractions en fonction de la
concentration ;

Les différentes concentrations de la fraction 2 expriment une bonne activité de piégeage
du radical DPPH par rapport & ceux de la fraction 1. Les valeurs des IC5( calculées pour
les deux fractions sont de 829,3 ppm pour la F1 et inférieure a 100 ppm pour la F2 cette
différence peut étre due a la concentration élevée du carvacrol auquel on attribue un réle
prépondérant.

Les résultats obtenus pour 'HE d’origan confirment ceux reportés par Sari et al .,
2006, en utilisant le méme test pour plusieurs populations d’Origanum glandulosun cueillies
dans diverses régions d’Algérie.

Pour la cinétique de piégeage du radical DPPH par les HE étudiées, BHA, BHT et a-
tocophérol, deux zones peuvent étre distinguées (figure 27):

Zone a forte cinétique de piégeage du radical DPPH avant les 3 premiéres minutes
(diminution rapide de I'absorbance a 517 nm);

Zone a faible cinétique de piégeage du radical DPPH et cela aprés 3 minutes de mise
en contact de ce radical avec les différents antioxydants testés (saturation des sites actifs
du radical DPPH).

L'activité de piégeage du radical DPPH peut étre expliquée par :

Présence de fortes concentrations en composés phénoliques (thymol et/ ou carvacrol).
C’est le cas de I'HE d’Origanum floribundum, Thymus pallescens et de la F2.

Présence de composés inconnus (cas de Thymus dreatensis).

Par contre le cas de 'HE de Thymus munbyanus reste inexplicable car il a manifesté
une faible activité réductrice du radical DPPH malgré sa forte teneur en thymol (37,7 %).

Pour cela, et d’aprées Koldali et al . (2005), la détermination des composés
responsables de cette activité serait trés difficile.

Cette méthode qui est considérée comme étant trés rapide, simple a mettre en ceuvre,
trés sensible, trés reproductible et ne nécessitant pas de matériels spécifiques ne peut pas
étre utilisée seule pour évaluer de maniéere objective le pouvoir antioxydant de certaines
huiles et extraits (Koleva et al ., 2002).

Test de substances réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS)
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Les résultats du test de substances réactives a I'acide thiobarbiturique (TBARS) qui a été
appliqué aux quatre huiles essentielles étudiées en plus du BHT, BHA et a-tocophérol,
en présence ou absence d'un initiateur d’oxydation 2,2’-azobis-(2-amidinopropane)
dihydrochloride (ABAP), sont résumés dans les tableaux 38 et 39 et les figures 28 et 29.

Conoariradion Powremtazme 4 activid wtioonrlade do best TEARS swe ABAP

{pom) “HHT AL T T T P Tor

T 1 5 ) i ™ I |- ™ R ¥ - N R c 1 7= A K ™ N 1 F: 73 [
200 E39:37  B1SER30 2ERY BI2E10 61540 B1SE3RT T1Mel2
400 16705 B9AL25 " £22+40  TEEAAY TR B11e28 0 £13243°
a0 18154 FEERERN aar4 4 BRI s lea B67,7t1,1 2333
£00 TEELEN B12eR2 TEElS REE&1NT EEJeERC TESEIS  §9s04
1nm A04134 34120 235158 Sh4rl0t WAl Blatl2 o020,

* Valenre eprivnden eh mdperme = deart type. Les mowennea avae doe lettree difficenies sont
sipnifcatree el différentes [P=0.05

Tableau 38: Activité antioxydante des HE étudiées, BHT,
BHA et tocophérol en utilisant le test TBARS sans ABAP

BHT : Butyl hydroxy toluéne ; BHA : Butyl hydroxy anisol ; Tp : Thymus pallescens ;
Tm : Thymus munbyanus ; Td : Thymus dreatensis ; Of : Origanum floribundum ; Toc :
a-tocophérol.
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Figure 28 : Activité antioxydante des différentes concentrations des HE
étudiées, BHA, BHT et du tocophérol en utilisant le test TBARS sans ABAP
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Tableau 39 : Activité antioxydante des HE étudiées, BHT,
BHA et tocophérol et utilisant le test TBARS avec ABAP

@ Valeurs exprimées en moyenne * écart type. Les moyennes avec des lettres
différentes sont significativement différentes (P<0.05).

BHT : Butyl hydroxy toluéne ; BHA : Butyl hydroxy anisol ; Tp : Thymus pallescens ;
Tm : Thymus munbyanus ; Td : Thymus dreatensis ; Of : Origanum floribundum ; Toc :
a-tocophérol.
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Figure 29 : Activité antioxydante des différentes concentrations des HE
étudiées, BHA, BHT et du tocophérol en utilisant le test TBARS avec ABAP

Les figures 28 et 29 illustrent I'activité antioxydante exprimée en pourcentage d’activité
de chaque HE étudiée, du BHT, du BHA et de I'a-tocophérol pour des concentrations variant
entre 100 et 1000 ppm en milieu riche en lipide (jaune d’ceuf) en absence ou en présence
d’un inducteur d’oxydation 2,2’-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochloride (ABAP).

Dans le cas ou le radical inducteur est absent, la majorité des essences testées
et les antioxydants de synthése manifestent une certaine capacité a limiter la peroxydation
lipidique notamment en fortes concentrations.

Pour cela, la meilleure activité est enregistrée avec 'HE de Thymus munbyanus
(42,8 — 96,4 %) et 'HE de Thymus dreatensis (53,0 — 92,7 %). Des activités légérement
inférieures par rapport a celles des Thymus précédemment cités peut étre notée pour
Thymus pallescens (28.8-88.5%) et Origanum floribundum(50.3-81.4%).

Lorsque l'inducteur ABAP est ajouté au milieu réactionnel, la plupart des échantillons
manifestent une diminution de leur activité a I'exception de 'HE d’origan de Chréa, du BHA
et de I'a-tocophérol ou leur activité est augmentée respectivement a partir de 600, 100 et
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200 ppm. Cependant, a de faibles concentrations (100 a 200 ppm), '’ABAP a provoqué une
augmentation de I'activité de Thymus munbyanus.

L' efficacité relative des HE du thym et de I'origan en absence ou présence de 'ABAP
peut étre attribuée a la présence de composés phénoliques a savoir le thymol et le carvacrol
(Deighton et al ., 1993). Mais cette théorie n’explique pas le comportement de certaines
HE.

Par exemple, 'HE de T.munbyanus qui est un chémotype a thymol (37,4 %) a pu
s’opposer a I'oxydation des lipides en absence de I'agent inducteur. Par contre, dés son
introduction dans le milieu réactionnel, 'ABAP a provoqué une baisse de plus de 14 % de
I'activité de cette HE pour une concentration de 800 ppm.

L'HE de T dreatensis, ayant comme composé majoritaire le linalool, partiellement
pauvre en composés phénoliques (thymol et carvacrol) a donné de trés bons résultats en
absence de 'ABAP (53,0 — 61,6 %) notamment a de trés faibles concentrations (100 — 200

ppm).
Dans ce cas de figure, deux hypothéses peuvent étre envisagées :

Ce n’est pas uniquement les composés majoritaires des HE qui sont responsables de
cette activité antioxydante, mais il peut y avoir aussi certains composés minoritaires qui
peuvent interagir d’'une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systeme de défense
efficace vis-a-vis des attaques des radicaux libres (Lu et Foo, 2001 et Singh et al. ,2006);

Dans certaines conditions, beaucoup de composés peuvent interagir avec l'acide
thiobarbiturique et accroitre ainsi I'absorbance a 532 nm (Hazzit et al ., 2006).

Faleiro et al . (2005), rapportent que certains composés peuvent étre responsables
de la diminution du pouvoir antioxydant de 'HE de Thymus vulgaris a de trés faibles
concentrations. Ces mémes auteurs confirment également 'augmentation de l'activité
antioxydante du BHA et de I’ a-tocophérol en présence de 'ABAP.

Deans et al.(1998), rapportent qu’en absence de '’ABAP, qui est connu d’étre capable
de produire des radicaux trés actifs a 50 °C, 'HE d’Origanum vulgare, manifeste une activité
antioxydante comparable a celle de I'a-tocophérol en fortes concentrations (750 — 1000
ppm).

Les divers comportements des antioxydants de synthése et de I'a-tocophérol en
absence ou présence de I'agent accélérateur de I'oxydation (ABAP), suggére que le BHA et
I'a-tocophérol sont capables d’opérer comme d’excellents antioxydants méme si le niveau
de radicaux libres est élevé (Miguel et al ., 2004).

La structure chimique de certaines molécules (a-tocophérol, thymol et carvacrol) peut
dans certains cas expliquer le comportement des HE et substances pures (Pryor et al. ,
1988, Deighton et al. , 1993).

Ruberto et al. (2002) ont utilisé la méme méthode pour évaluer I'activité antioxydante
des HE d’Origanum glondulosum de quatre localités de la région de Sétif et ont conclu que
cette activité est en relation directe avec la teneur en composés maijoritaires en particulier
celle du carvacrol.

La méthode de TBARS est aussi sensible et fournit des résultats reproductibles. Elle
est préférable a celle de DPPH parce qu’elle opére dans un environnement similaire a la
réalité (Kulisic et al ., 2004).
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Mesure du pouvoir réducteur

Les résultats du pouvoir réducteur des huiles essentielles étudiées, du BHT, du BHA, du
a-tocophérol et de I'acide ascorbique, exprimé par I'absorbance a 700 nm, sont résumés
dans le tableau 40 et la figure 30.

Echantillons Concentration * (ppin}
100 200 400 ol S0 1000
EHT o | 0770,055 082400580 | [ 03+0,05F | 1.05+0,02F | L 16£0,09C | 128+0,11°¢
BHA F 2480058 27440024 Z04£0,034 30040034 300£0,024 31240064
Ip = 0,3%40,040E | 0,65+40,04  0,8140,08°  110+0,14F 1 4240,088C 14940, 10¢
Tm g ¢ 04120050 06580070 [05+0,11F  L27x0,17F | 15440188 | 176x0,07F
Td E F 02420, 11F  042£0,0%E  056£0,010 0400115 | 0,880,020  0,95£0,04¢
oF § 0,3%£0,010E | 07140,02°0 © 0,89+0,148C 1 01£0,06% 1,150,020 1 25+0,03¢
Toc ;’“n 0,7240,02% | 0,870,068  0,99+0,018C 1 050,11F  1,1940,100  1,32+0,02¢
Ac Asc ' 283400014 | 2,8440,014  ZE5E0,014  ZEH0, 1A 20994£0,12% 0 30620,194

Tableau 40: Résultats du test du pouvoir réducteur
des HE étudiées et de certains antioxydants de synthéses.

@ Valeurs exprimées en moyenne * écart type.Les moyennes avec des lettres
différentes sont significativement différentes (P<0.05).

BHT : Butyl hydroxy toluéne ; BHA : Butyl hydroxy anisol ; Tp : Thymus pallescens ;
Tm : Thymus munbyanus ; Td : Thymus dreatensis ; Of : Origanum floribundum ; Toc :
a-tocophérol ; Ac Asc: Acide ascorbique.
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Figure 30: Pouvoir réducteur des HE étudiées, du BHT, du
BHA, du tocophérol et de I'acide ascorbique (100 a 1000 ppm)

Selon (Tanaka et al., 1988, Pin-Der-Duh, 1998), I'expression de I'activité antioxydante
va de soit avec le développement de groupements réductones. Ces derniers sont connus
d’étres des ferminators vis-a-vis des réactions en chaines des radicaux libres (Pin-Der-Duh,
1998).

Ces composés sont capables de réduire le fer ferrique (Fe3+), céder des électrons et
transformer les radicaux libres actifs en des produits stables (Dorman et al., 2004, Singh et
al., 2006).Les réductones sont aussi connus pour leur réaction avec certains précurseurs
de peroxydes (Kumaran et Karunakaran, 2006).
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Le pouvoir réducteur des HE du thym et de I'origan et celui du BHT, BHA et a-tocophérol,
comparé a celui d'un composé de référence (acide ascorbique) augmente en fonction de
leurs concentrations (Figure 30).

La valeur maximale est significativement enregistrée chez le BHA (3,12) ou son activité
a légérement dépassé celle de I'acide ascorbique (3,06) et la plus faible valeur est signalée
chez Thymus dreatensis (0,93).

Pour les trois autres HE étudiées, une bonne activité est enregistrée chez T. munbyanus
(1,76) ou il a largement dépassé celle du BHT et de I'a-tocophérol suivi par la suite par
T. pallescens. Selon Shimada et al. (1992), ce pouvoir réducteur peut étre expliqué par
une réaction de substitution de groupements Mono et Dihydroxyles a I'intérieur du noyau
aromatique qui possede une bonne habilité donatrice de groupement hydrogenes.

Diplock en 1997, explique le pouvoir réducteur des antioxydants par divers mécanismes
a savoir :

prévention de l'initiation des réactions d’oxydations en chaines ;
blocage des catalyseurs métalliques ;
décompositions des peroxydes ;

prévention contre toute abstraction continue d’hydrogéne, capacité réductrice et
piégeage de radicaux.

Mesure du pouvoir de piégeage du radical hydroxyle (OH")
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Les résultats obtenus lors du test de mesure du pouvoir de piégeage du radical hydroxyle

(OH ) sont résumés dans le tableau 41 et la figure 31.

Concemimion. | Activim 4 piigeage du radical OH (%]

[ppmy BHT 'n Tm Td [i7) Tac

Thm TTEaSy - T HEEAT TTRLE HIOT G50
200 SaFelF A0As3F STAL0R 255458 494s300 425833
400 B 3T 457630 SR04 24719 515113 d4 4105
&0 A41slg SA0s1F' B02E19° I9OMLE S49£13Y 472423

Tableau 41: Résultats du test du pouvoir de piégeage du radical hydroxyle OH

@ Valeurs exprimées en moyenne * écart type. Les moyennes avec des lettres
différentes sont significativement différentes (P<0.05).
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Figure 31 : Activité de piégeage du radical Hydroxyle (OH ) des
différentes concentrations des HE étudiées, BHT et du tocophérol

Dans ce test, les radicaux hydroxyls généres par le systéme réactionnel (EDTA/ FeCla/
H2O9/ acide ascorbique) sont capables d’attaquer le désoxyribose et de donner une

coloration violette en présence du TBA en milieu chaud et acide (Halliwell et al ., 1987,
Aruoma et al ., 1989, Mimica-Dukic et al. , 2004).

Lorsque les HE ou certaines substances sont incubées avec le mélange relationnel,
elles sont capables d’interférer avec la réaction des radicaux libres et protégeraient ainsi le
sucre (désoxyribose) contre d’éventuelles dégradations (Burits et al ., 2001).

Durant ce test, les concentrations employées pour chaque HE, BHT et a-tocophérol
ne dépassent pas les 600 ppm (tableau 41) et cela par manque du substrat (sucre).

Les résultats illustrés par la figure 31 montrent que I'activité de piégeagedu radical OH —
augmente en fonction de la concentration (méme constat durant les tests précédents).

Une meilleure activité est significativement enregistrée chez I'HE de Thymus
munbyanus qui reste actif méme a de trés faibles concentrations (54,9 % pour 100 ppm)
suivi ensuite par les HE d’Origanum floribundum et de Thymus pallescens. Ces derniers
dépassent largement les valeurs enregistrées avec le BHT et I'a-tocophérol. Cependant,
I'HE de Thymus dreatensis n’a pas pu assurer une bonne protection du sucre (29 % a 600
ppm).

Il a été démontré que certains composés des HE (Alcanales et certains aldéhydes
aliphatiques) réagissent avec le TBA pour donner des composés colorés qui se traduit par
une augmentation de I'absorbance a 532 nm (Burits et al ., 2001).

Les composés phénoliques présents dans ces HE constituent une bonne source
donatrice d’électrons ce qui accélére la conversion de HoO2 en H2O (Ruch et al ., 1984).

Singh et al .(2006), en testant le pouvoir de piégeage du radical OH ° de certains
composeés phénoliques (Thymol et carvacrol) concluent que ces derniers sont capables de

. 3+ . s .
former des complexes avec les ions Fe™ dans le mélange réactionnel. Cette théorie peut
vraisemblablement expliquer le cas des HE de T.munbyanus, de T. pallescens et de I'origan
de Chréa.
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Pour Dorman et al ., (2004), ils expliquent ce phénoméne par I'aptitude de certains
extraits ou HE a inhiber la formation des TBARS a pH 7,4 par le piégeage des radicaux

hydroxyles avant méme leur réaction avec le désoxyribose.

Indice de peroxyde (IP)
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Les hydroperoxydes font partie des premiers produits formés au cours des réactions
d’'oxydation. Ce sont des molécules instables rapidement décomposées en produits

secondaires de type aldéhydes, cétones, alcools...

Les résultats de I'indice de peroxyde (IP) obtenus au cours des 88 jours de conservation
dans les conditions citées précédemment sont résumés dans le tableau 42. La figure 32
illustre I'évolution de I'IP des échantillons ayant fourni les plus faibles valeurs par rapport

au témoin.

lockice e permicyce * (zq 410Ky 3

Echantllons | Temps

(o) n 15 £ 52 62 ]
1T | Témein 9,1 26,3:L 1 6T8=L8 1IT0=]  TM0+L1 | IS04E
2 HT+L00ppm7p L7200 273404 653220 112603  1413+L4  13R3+130
3 OHT+Dpgmip L3400 263453 633253 1143225 1415201 (90409%
4 HT+@0ppm7p 10400 263818 EE501 1081453 1465ELE  126440,50
5 HT+0ppmTp 19400 225435 662+07 1138404 1455401 10254078
6 HT+EHDppmTp L3800 25304 cO6=dl 1068=ld 14311 13032259
7T HTAWppm7p | LS 30435 559440 1043435 143SHLA  IBEILNZC
B HT+i00ppm 7 1000 268853 0804 1103404 1550452 105540 40
U HT+M0ppmTd 19400 250435 750+05 1150207 157240 1051169
10 HT+W0ppmTd 1900 2264001 755207 90,6405 1084 165042 1%
1 HT+e00ppmid LG40 207435 713418 1040272 151541 19504070
12 HT+M0ppm7d 10400 3792404 77813 115,442 185¢L1 1012404
13 HT+1000ppmTd 19400 31353 E28+58 109,3+57 1513+45 10004058
14 HT+100ppmTm L3800 327435 615207 100867 1543407 1323 1¢
15 HT+&0pemfm 15401 300435 695421 14813 15104004 8404 47
16 HT+a0ppmim | L0#01 226H 1 S54+ld 033818 1507344 1830461 F
17 HT+600ppmTw  19#00 23313 623231 003830 1430+ 1385407
15 HT+E0ppmTm LG40 253413 619407 950435 1403445  18784],10
1 HT+00ppm T L0401 238404 B4@:li 1013430 1523478 1823lE
W OHT+100ppm r 19400 324400 71843 123304 1W3#71 207040 4%
21 HT+00ppm(r  L9#01 300#70 70,0=l4 116,1=07 1633407  2037407%
2 OHT+a0pgmF L300 3LI453 BI2T 115405 151545 4007

TS HT400ppmGF 10401 283418 ES5E2E 1231 1510860  19ES0TE

4 HT+H0ppmOr 19400 255407 ETE#ES 1143+11 1543+60 1070402~
3 HT+W0ppmcr 19801 27535 765257 1088253 1365:L8 19581 1%
HT+I00pemBHT 13400 208411 554402 720857 1035460 14054070
AOHT+A0ppmBHT 1001 183818 15455 63404 S40efd 11056140
% HT+d0ppmBHT 19400 16353 £1=07 54007 72515 005247
O HT+00ppmEHT L9400 170435 dll=09 352211 747233 10L3s)1¢
M HT+E0ppmBHT | 19401 17,943,5 &1l4] 458431 6534 o004
31 HT+ 100 ppm

BHT 19401 21,3218 0,839 44100 T80T B08<L17
32 HT+W0ppmBHA L9401 16,3418 68804 SLISF 1575404 | 182,540,70
HOHT+A0ppmBHA (121 183418 0650 0R4#05 14975840 185040 50
% HT+d0ppmBHA 12400 183418 708204 1008411 120032 1261+ 6%
3 HT+0pemBEHA (19400 203413 0207 1051202 1403451  10L740,7%
% HT+E0ppmBHA 13401 200435 93404 965435 131001 18734110
1 HT+1000 pp BEA 1,040,0 20L3#18 E762L6 1044400 IHEETE | 103,540,755

Tableau 42: Evolution de I'lP (Meq d’O2/Kg d’huile) des

différents échantillons en fonction du temps de stockage
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@ Valeurs exprimées en moyenne * écart type. Les moyennes avec des lettres
différentes sont significativement différentes (P<0.05).

H.T. : huile de tournesol, BHT : Butyl hydroxy toluéne ; BHA : Butyl hydroxy anisol ;
T.p .: Thymus pallescens ; T.m .: Thymus munbyanus ; T.d .: Thymus dreatensis ;
O.f. : Origanum floribundum.
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Figure 32 : Evolution de l'indice de peroxyde de I'huile de tournesol des échantillons
ayant fourni les plus faibles indices par rapport au témoin au cours du stockage

La détermination de I'indice de peroxyde est une méthode normalisée (AFNOR, AOCS,
UICPA). Elle présente un critére trés utile et trés sensible pour apprécier les premiers stades
de la détérioration oxydative des lipides. Cependant un résultat faible ne précise pas si le
corps gras est de bonne qualité ou s’il est déja complétement oxyde, mais il convient de
s’assurer de la qualité de la matrice initiale (Rolland, 2004).

La vitesse de formation des hydroperoxydes augmente rapidement au niveau de tous
les échantillons aprés une période d’incubation de 15 jours (Tableau 42). Comparés aux
valeurs enregistrées avec le témoin, tous les antioxydants naturels employés en plus
du BHA n’ont pas pu ralentir 'apparition des hydroperoxydes exception faite avec les
échantillons : 7, 10, 19, 25, 31 et 32 (figure 32).

Les résultats obtenus montrent que I'HE d’Origanum floribundum a manifesté un effet
prooxydant puisque dans la majorité des mesures de l'indice de peroxyde, les valeurs
trouvées sont largement supérieures a celle du témoin ou la valeur maximale de I'IP est
signalée chez I'échantillon n° 25 (figure 32). Le cas du témoin peut étre expliqué par deux
phénoménes a savoir :

Protection de 'huile contre toute oxydation poussée par I'a-tocophérol naturellement
présent dans ce corps gras d’origine végétal ;

Conversion des hydroperoxydes formés au cours des premiers stades de I'oxydation
en composeés plus stables : aldéhydes, cétones.... (Gray, 1978, Warner et Eskin, 1995,
Eymard, 2003).

En revanche, une meilleure activité antioxydante est enregistrée avec le BHT pour une
concentration de 1000 ppm (80,8 meq d’'O2/Kg).
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Selon Anwar et al . (2000) et Ikbal et Bhanger (2007), les composés phénoliques
peuvent se combiner avec les hydroperoxydes pour donner des composés plus stables
facilement dégradables au cours du temps.

Les résultats obtenus durant ce test ne permettent pas d’estimer [l'efficacité
antioxydante des HE et des antioxydants de synthése employés puisque plusieurs
composés de ces HE et de 'huile de tournesol peuvent interagir entre eux produisant ainsi
des effets synergiques ou antagonistes non mesurables (Miguel et al ., 2004).

L'indice de peroxyde est conventionnellement employé pour évaluer les détériorations
oxydatives des huiles, graisses et autre aliments riches en lipides (Gertz et al ., 2000).
Le pouvoir d’un antioxydant peut étre estimé par quantification des produits primaires ou
secondaires issus de I'oxydation (Chen et Ahn, 1998).

Mesures des diénes conjugués

Les diénes conjugués, produits primaires de l'oxydation des lipides, se forment par
réarrangement des doubles liaisons du radical lipoyle résultant du départ d’'un hydrogéne
sur un acide gras possédant au moins deux doubles liaisons en position 1,4-pentadiéne
(Eymard, 2003).

La mesure a été réalisée a la fin de la période de stockage (88 jours). Elle a concerné
uniquement les échantillons qui ont fourni les plus faibles indices de peroxydes (7, 10, 19,
25, 31, 32), du témoin (1) et de I'échantillon ayant la valeur de IP la plus élevée (20).
Les valeurs des diénes conjugués obtenus (absorbance a 232 nm) sont résumées dans le
tableau 43.

Tableau 43: Mesure des diénes conjugués (A232)

N° Echantillons Diénes conjugués (A232)
1 Témoin 2,443 + O,ZSGB
7 H.T.+ 1000 ppm Thymus pallescens 2137 +0,0535
10 H.T.+ 400 ppm Thymus dreatensis 2.370 + O,OSSB
19 H.T.+ 1000 ppm Thymus munbyanus 2,016 + 02798
20 H.T.+ 100 ppm Origanum floribundum 5 5o, () 2368
25 H.T.+ 1000 ppm Origanum floribundum 5 165, () 1648
31 H.T.+ 1000 ppm BHT 0,959 + 0,136"
32 H.T.+ 100 ppm BHA 2.064 + 0,0995
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@ valeurs exprimées en moyenne + écart type. Les moyennes avec des lettres
difféerentes sont significativement différentes (P<0.05). H.T. : huile de tournesol.

Les valeurs des diénes conjugués obtenus confirment les résultats trouvés lors du test
de lindice de peroxyde notamment pour I'antioxydant de synthése (BHT). Ce dernier a
enregistré d’'une fagon significative la plus faible valeur d’absorbance a 232 nm (0,959)
suivie par suite par 'HE de T. munbyanus pour une concentration de 1000 ppm (2,016).
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En revanche, le témoin a révélé la plus grande valeur par rapport aux autres
échantillons (2,443) ceci peut étre expliqué par I'absence d’antioxydants permettant
d’assurer une protection de cette huile contre I'oxydation.

Les valeurs élevées des dienes conjugués enregistrées peuvent étre relie a la forte
concentration des acides gras polyinsaturés contenus dans I'huile de tournesol (Liu et
White, 1992 et Ikbal et Bhanger, 2007).

Enfin, cette méthode est trés facile a mettre en ceuvre mais elle présente I'inconvénient
d’étre moins sensible et de ne pas étre liée a des valeurs de références, donc difficile
d’interprétation dans I'absolu. Cependant, ce type de suivi présente un intérét dans le cadre
d’un contréle de qualité pour une source de corps gras donnée (Judde, 2004).

Dosage des acides gras par chromatographie phase gazeuse

L'analyse par CPG des esters méthyliques d’acides gras de I'huile de tournesol a révélé la
présence de 6 acides gras avec une prédominance de I'acide linoléique (C1g : 2) avec une

teneur de 61,78 % (Tableau 44).

Lapides sraml Tansr (. =

2y O 0, Dei: :
c,, 1o & Tin :
Caz O LB :
Total L5 12, 18% 3
P o5, S 4
Loz 2 61,735 3
Caz i 135 3
Tote] AT BT, 545 3

Tableau 44: Composition en acides gras de I'huile de tournesol

A la fin de la période de stockage, la teneur en acides gras des mémes échantillons
concernés par la mesure des dienes conjugués ont été déterminés selon les conditions
opératoires citées précédemment.

La variation des proportions d’acides gras polyinsaturés est, dans certains cas, un
marqueur de 'oxydation des lipides (Gray et Monahan, 1992, Ikbal et Bhanger, 2007).Les
acides gras polyinsaturés a longue chaine sont oxydés prioritairement et leur proportion
diminue au cours de I'avancement des réactions d’oxydation (Eymard, 2003).

Mais compte tenu des faibles quantités des produits d’oxydation formes (de I'ordre
de ppb ou ppm pour les composes volatils, de l'ordre des ppm ou 0,1 % pour les
hydroperoxydes), cette méthode serait moins sensible pour déceler la fine variation de la
composition des acides gras en fonction du temps de stockage (Judde, 2004). Le suivi a
concerné donc uniquement I'acide linoléique puisque c’est I'acide gras polyinsaturé le plus
important dans le cas de 'huile de tournesol. Les résultats obtenus sont donnés dans le
tableau 45.
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Tenewr en acide o beigue (%)
Echamtilloms Avant stackngze  Apres stacknze
Termom 61,73 0 ES
H.T + 1000 ppen Py peellescems 61,73 B a0
H.T + 400 poag. TRyt draarands 61,73 .51
H.T 4+ 1000 ppene. Thpovees mumbpaiies 61,73 0,01
H.T + 100 pray. Cripamum forbumdem 61,72 23
H.T .+ 1000 ppen Saparmm fembundum 61,73 3043
H.T .+ 1000 ppen BHT 61,73 i, ¥1
H.T .+ 100 ppm BHA 61,73 053

Tableau 45: Evolution de la teneur en acide linoléique avant et aprés stockage

Les résultats obtenus confirment une seconde fois ceux obtenus lors des deux tests
précédents. Une nette diminution de la teneur en acide linoléique est observée chez tous
les échantillons analysés.

Une bonne protection vis-a-vis de I'oxydation de cet acide est enregistrée une fois de
plus avec le BHT et avec 'HE de Thymus munbyanus pour une concentration de 1000 ppm.
Par contre une trés forte perte est signalée avec 'HE d’Origanum floribundum pour une
concentration de 100 ppm (59,25 %).

Conclusion

L'utilisation de plusieurs méthodes pour évaluer l'activité antioxydante est nécessaire
(Frankel et al ., 1994, Koleva et al. , 2002) puisque la majorité des résultats obtenus
lors des différents tests employés varient en fonction de la méthode utilisée.

En conclusion, le pouvoir antioxydant des huiles essentielles testées et celui du BHT,
BHA et I’ a-tocophérol dépend essentiellement de la méthode utilisée, de la concentration,
de la nature et les propriétés physicochimiques des substances antioxydantes employées
(Koleva et al .,2002).

Evaluation de I’activité antimicrobienne des HE
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La méthode des aromatogrammes est la technique choisie pour évaluer l'activité
antimicrobienne des HE étudiées. Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des huiles
essentielles a l'intérieur d’'une boite de Pétri, dans un milieu nutritifsolide. Pour cela, sept
(07) souches microbiennes ont été testées. Ces derniéres proviennent de la collection du
laboratoire de microbiologie du CRD-SAIDAL.

L’activité antimicrobienne des HE est évaluée en fonction du diamétre (mm ou cm) des
zones d’inhibition de la croissance microbienne (Deans et Ritchie, 1987, Sivropoulou et
al ., 1996, Smith-Palmer et al ., 1998, Dorman et Deans, 2000, Lis-Balchin et al .,
2000, Faleiro et al ., 2003, Kunle et al ., 2003).
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L’estimation de I'activité antimicrobienne des HE est basée sur une échelle de mesure

mise en place par Meena et Sethi (1994) et Ela et al

., (1996). lls ont classé le

pouvoir antimicrobien, en fonction des diamétres des zones d’inhibition de la croissance
microbienne, en 04 classes :

Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 28 mm ;

Modérément inhibitrice lorsque le diamétre de la zone varie entre 16 et 28 mm ;

Légerement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone varie entre 10 et 16 mm ;

Non inhibitrice lorsque le diamétre d’inhibition est inférieur a 10 mm.

Bactéries Gram négatif

Les résultats de l'activité antimicrobienne des HE testées vis-a-vis des bactéries Gram
négatif exprimés par la mesure des diamétres d’inhibitions, sont rapportés dans le tableau
46 et la figure 33.

Tableau 46: Diamétres des zones d’inhibition? (en mm) dans le cas des bactéries Gram

Souches Thymus Thymus Thymus Origanum
pallescens dreatensis munbyanus floribundum

Pseudomonas 34,00+ 1,00° 17,67 +0,58° |27.00 + 1,005 33,00 + 1,008

aeruginosa

Escherichia coli 30,33+ 0,585 21,00+ 1,00° 28,67 + 1,150 23,00 + 1,00°

Klebsiella pneumoniae | 4 33 4 0 588 |23 33 + 1.53C |38.67 + 1,158 32,00 + 1,008

a Valeurs exprimées en moyenne + écart type. Les moyennes avec des lettres
différentes sont significativement différentes (P<0.05).

Selon I'échelle citée par Meena et Sethi (1994) et Elaet al ., (1996):

L'HE du Thymus pallescens a une forte action inhibitrice sur les trois bactéries Gram
étudiées ;

L'HE du Thymus dreatensis a une action modérément inhibitrice sur les trois bactéries
Gram étudiées ;

L'HE du Thymus munbyanus a une action modérément inhibitrice sur Pseudomonas
aeruginosa et une forte action inhibitrice sur Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae ;

L'Origanum floribundum a une forte action inhibitrice sur Pseudomonas aeruginosa et
Klebsiella pneumoniae, et une action modérément inhibitrice sur Escherichia coli.

Klebsiella pneumoniae est avérée la souche la plus sensible a I'action des HE des trois
especes du thym, par contre Escherichia coli est la bactérie la plus résistante a I'action de
I'HE de I'Origanum floribundum.
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Figure 33 : Histogramme des diamétres des zones
d’inhibition des bactéries Gram- en fonction des HE étudiées

Tp : Thymus pallescens ;Pa : Pseudomonas aeruginosa ;

Td : Thymus dreatensis ; Ec : Escherichia coli ;

Tm : Thymus munbyanus;Kp : Klebsiella pneumoniae.

Of :Origanum floribundum.

Les figures 34, 35 et 36 montrent les photographies des résultats obtenus sur boites

de Pétri de I'activité antimicrobienne des HE testées sur les bactéries Gram aprés 24 h
d’incubation.

Figure 34: Zones d’inhibition des HE testées sur Pseudomonas aeruginosa

Tp : Thymus pallescens ; Td : Thymus dreatensis Tm: Thymus munbyanus; Of:
Origanum floribundum

120



Chapitre VI : Résultats et discussions

Figure 36: Zones d’inhibition des HE testées sur Klebsiella pneumoniae

Bactéries Gram positif

Le tableau 47 et la figure 37 regroupent les résultats obtenus de 'activité inhibitrice des HE

. . .. , . +
des quatre espéces étudiées sur les bactéries Gram .

Tableau 47: Diamétres des zones d’inhibition? (en mm) dans le cas des bactéries Gram®

Souches Thymus Thymus Thymus Origanum
pallescens dreatensis munbyanus floribundum

Staphylococcus aureus | 4957 4 058" 3300+1,00" |4367+058" 4233+ 153"

Staphylococcus 24,00+ 1,000 1533+058PF 12400+1,00° 22,33+ 1,15C

epidermidis

Enterococcus faecium 2333+058° 1467+1155 2500+ 1,007C 2300+ 1,00°

@ valeurs exprimées en moyenne

+

différentes sont significativement différentes (P<0.05).

En se référant a I'échelle citée par Meena et Sethi (1994) et Ela et al ., (1996). Les
résultats obtenus peuvent s’interpréter comme suit :

L'HE du Thymus pallescens a une forte action inhibitrice sur Staphylococcus aureus et
une action modérée sur Staphylococcus epidermidis et Enterococcus faecium ;

LHE du Thymus dreatensis est fortement inhibitrice du développement de

écart type. Les moyennes avec des lettres

Staphylococcus aureus, mais légérement inhibitrice pour les deux autres bactéries Gram * ;
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L'HE du Thymus munbyanus a une action modérément inhibitrice sur Staphylococcus
epidermidis et Enterococcus faecium et une forte action inhibitrice sur Staphylococcus
aureus ;

L' Origanum floribundum a le méme pouvoir inhibiteur que celui observé chez 'HE de
Thymus munbyanus ;

La souche la plus sensible a l'action des HE testées est Staphylococcus aureus, par
contre Staphylococcus epidermidis et Enterococcus faecium ont pratiquement la méme
sensibilité vis-a-vis des HE étudiées.
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Figure 37 : Histogrammes des diametres des zones
d’inhibition des bactéries Gram+ en fonction des HE étudiées
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Sa : Staphylococcus aureus ; Se : Staphylococcus epidermidis ;

Ef : Enterococcus faecium.
Les figures 38, 39 et 40 montrent les photographies des résultats obtenus sur boites

de Pétri de I'activité antimicrobienne des HE testées sur les bactéries Gram+, aprés 24 h
d’incubation.

Figure 38: Zones d’inhibition des HE testees sur Staphylococcus aureus
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Figure 40 : Zones d’inhibition des HE testees sur Enterococcus faecium

Les levures

Le Tableau 48 regroupe les résultats obtenus de I'activité inhibitrice des HE sur Candida
albicans.

Tableau 48: Diamétres des zones d’inhibition? (en mm) dans le cas de Candida albicans.

Souche Thymus Thymus Thymus Origanum
pallescens dreatensis munbyanus floribundum
Candida albicans 37,67 +0,58° 27,670,585 35,00+ 1,00° 31,33 + 1,537

@ Valeurs exprimées en moyenne * écart type. Les moyennes avec des lettres
différentes sont significativement différentes (P<0.05).

Selon I'échelle citée préecédemment, Candida albicans est fortement sensible a I'action
des HE de : Thymus pallescens, Thymus munbyanus et Origanum floribundum. LU'HE du
Thymus dreatensis a une action modérément inhibitrice sur la levure testée.

Les résultats obtenus sont représentés sous forme d’histogrammes a la figure 41.
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Figure 41: Histogrammes des diamétres des zones
d’inhibition de Candida albicans en fonction des HE étudiées

18]

-

E

Ca : Candida albicans

Les photographies prises sur les boites des Pétri relatives a I'activité antimicrobienne
des HE testées sur candida albicans sont données dans la figure 42.

Figure 42 : Zones d’inhibition des HE testées sur Candida albicans

Il est connu depuis longtemps que les plantes ainsi que leur HE possédent
divers pouvoirs antimicrobiens vis-a-vis de plusieurs souche microbiennes qu’elles soient
pathogénes ou non (Zaika, 1988, Beauchat et Golden, 1989, Ting et Derbel, 1992, Juven
et al .,1994, Chaibiet al .,1997, Barrataet al ., 1998, Wan et al., 1998, Salmeron,
2003, Sariet al ., 2006).

Selon Valero et Salmeron (2003) et Pibiri (2005), il est difficile de faire une
comparaison entre les résultats obtenus avec ceux rapportés par la littérature en raison des
problémes suivant :
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Nature du matériel végétal ('espéce, extrait ou I'HE, origine géographique, altitude,
saison de cueillette) ;

Procédé d’extraction ;

Niveau de pureté du produit final et sa conservation ;
Nature des souches testées ;

Méthodes utilisées pour estimer I'activité antimicrobienne ;
Milieux de culture employés (milieu synthétique ou naturel).

La qualité des souches tests est déterminante pour la valeur de I'essai, car celles-ci
sont I'instrument de mesure dans la méthode de détermination de I'activité d’'un produit
antimicrobien (Fleurette et al., 1995).

Les résultats obtenus lors de ce travail rejoignent ceux trouvés par Bousbia (2004) en
testant I'effet antimicrobien de HE de Thymus pallescens de Tablat (Médéa), d’Origanum
glandulosum de Larbaa, de coriandre, de menthe, du romarin, du clou de girofle et du cyprés
vert, sur plusieurs souches microbiennes. Il rapporte que toutesles souches bactériennes
ont montré un certain degré de sensibilité aux huiles essentielles utilisées.

Farbood et al.(1976), Farag et al .(1989), Nakatani (1994), Smith-Palmer (1998),
Marino et al. (1999), Mangena et Muyima (1999), Inouye et al. (2001) ont signalé que

les bactéries Gram™ sont plus sensibles aux huiles essentielles que les bactéries Gram .
Par contre Zaika (1988), Hussein (1990) ont montré que les bactéries Gram négatif sont
généralement les plus sensibles a I'action des huiles essentielles que les bactéries Gram
positif.

La faible sensibilité des bactéries Gram™  a I'action des HE serait due a la présence
d’'une seconde membrane qui posséde des chaines hydrophiles de polysaccharides (LPS)
jouant un rble de barriére vis-a-vis les HE ayant un caractére hydrophobe (Tassou et
Nychas, 1995, Chao et al ., 2000, Mann et al .,2000, Inouyeet al .,2001).

Cependant, Deans et Ritchie (1987) n’y trouvent pas de différence significative entre

la sensibilité des bactéries Gram et celle des bactéries Gram+, comme ce fut le cas
des résultats obtenus. Les différentes bactéries Gram positif et Gram négatif testées
manifestent une action variable a I'égard des huiles essentielles employées puisque

Klebsiella pneumoniae (Gram+) a montré une grande sensibilité par rapport a celle de
Staphylococcus epidermidis et Enterococcus faecium qui sont des bacteries Gram .

La forte sensibilité de Staphylococcus aureus vis-a-vis de toute les HE du thym
de l'origan confirme les résultats rapportés par Sogdic et Ozcan. (2003), Pibiri (2006),
Kabouche et al. (2005) et Sari et al. (2006).

Pseudomonas aeruginosa qui a la réputation d’étre trés résistante a toute sorte d’agents
antimicrobiens et antibiotiques (Pibiri, 2006), s’est avérée treés sensible a I'action des HE
de Thymus pallescens et Origanum floribundum.

La résistance ce cette bactérie est die a la capacité qu’elle posséde pour former
un biofilm. Ce dernier est une organisation complexe, composée de différentes strates
dans lesquelles les bactéries se trouvent dans des états physiologiques spécifiques a
leur situation. Ainsi, toute la population bactérienne n’est pas exposée simultanément et
identiquement au produit. Il est établit que le traitement de telles bactéries nécessite des
concentrations considérables d’agents antimicrobiens (Fleurette et al ., 1995, De Feo
et al. , 2003, Pibiri, 2006).
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Les HE sont essentiellement constituées d’hydrocarbures monoterpéniques. Ces
derniers jouent le role de précurseurs des composés phénoliques a savoir : -Terpinene,
p-cymeéne, carvacrol et thymol (Farag et al ., 1989, Deans et Svoboda, 1990, Hulin

et al ., 1998, Rasooli et Mirmostafa, 2003 et Oussalah (1) et ar ., 2007). L'activite
antimicrobienne des huiles essentielles du thym et d’origan est supposée étre due a leurs
constituants phénoliques (Sivropoulo et al ., 1996, Davidson et Naidu, 2000, Karaman
et al .,2004).

En effet, les HE avec des teneurs élevées en hydrocarbures monoterpéniques sont
rapportés étre trés actives vis-a-vis les microorganismes. Plus les teneurs en phénols sont
élevées, plus les huiles essentielles sont efficaces (Cosentino et al ., 1999). Cependant
les phénols ne sont pas les seuls responsables de l'intégralité de I'activité, la totalité de la
composition chimique doit étre prise en compte (Cosentino et al ., 1999).

Pina-Vas et al . (2004), ont observé I'effet antifungique de Thymus vulgaris (70 %
carvacrol) et de Thymus zygis (40 % thymol) vis-a-vis de Candida albicans.

A titre d’indication, I'inhibition de la croissance de plusieurs souches microbiennes
pathogénes par le carvacrol est rapportée par de nombreux auteurs (Conner, 1993, Juven
et al ., 1994, Kivan¢ et Akgul, 1994, Sivropoulo et al ., 1996, Ultee et al ., 1999,
Ultee et al .,2000, Ultee et al .,2002, Kabouche et al. , 2005, Knowles et al. ,2005).

Ultee et al . (2002) signalent que I'action du carvacrol sur Bacillus cereus peut étre diie
a sa nature trés hydrophobe et a son accumulation au niveau de la membrane plasmique.
Ce composé peut interagir avec la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire
conduisant a une grande perméabilité, et une perte des constituants cellulaires (Sikkema
et al .,1994, Thompson, 1996, Ultee et al ., 1999).

En outre, I'affaiblissement de plusieurs systéemes d’enzymes, y compris ceux impliqués
dans la production énergétique et la synthése des composés structuraux, sont rapportés
(Knobloch et al. ,1986 ; Farag et al ., 1989 ; Yeagle, 1989, Beuchat, 1994).

L’action du thymol est aussi comparable a celle de son isomére le carvacrol (Shapiron
et Guggenheim, 1995, Shetty et Labbe, 1998, Dorman et Deans, 2000, Bagamboula
et al ., 2004, Pibiri, 2006). Selon Walsh et al. (2003), la molécule de thymol a un effet
inhibiteur et 1étal sur diverses souches, dont Echericha coli et Staphylococcus aureus, sur

: . : + : .
lesquelles elle provoque des fuites d’ions potassium K. En revanche elle n’est pas active
sur Pseudomonas aeruginosa.

Ultee et al . (2002) ont montré qu’il existe une synergie entre I'action du carvacrol et
celle du p-cyméne en augmentant le volume membranaire et en déstabilisant la membrane
plasmique.

Selon Chang et al. (2001) et Oussalah (1) et al.(2007), le pouvoir antimicrobien
des HE est en relation directe avec plusieurs paramétres a savoir :

La nature des composés majoritaires ;

Concentration de ces composés ;

Nature et structure des groupements fonctionnels ;

L'interaction probable entre les différents constituants (synergie).
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L'évolution des esprits et le refus du « tout chimique » qui se manifeste de plus en plus
ouvrent un peu plus la porte au « retour au naturel », c’est-a-dire au respect de I'essentiel,
la vie.

La phyto-aromathérapie est la plus vieille thérapeutique du monde. Elle a toujours existé
puisque les plantes n'ont jamais cessé d'étre utilisées comme plantes condimentaires et/
ou médicinales.

Les produits chimiques sont des substances mortes, donc dangereuses, perturbatrices
des systémes métaboliques naturels vitaux. A l'inverse, les huiles essentielles sont des
produits naturels qui favorisent une revitalisation de I'organisme. Elles sont dites « eu
biotiques », c’est-a-dire qu’elles participent a la vie.

Ce travail a été mené dans le cadre de la valorisation de la flore spontanée et ont
concerné certaines plantes aromatiques et médicinales poussant en Algérie, a savoir :
Thymus pallescens, Thymus munbyanus, Thymus dreatensis et Origanum floribundum.
Toutes ces espéces sont endémiques algériennes dont certaines sont rares : Origanum
floribundum et Thymus munbyanus.

L’extraction par hydrodistillation des HE a fourni des rendements intéressants (2,8—4,6
%). La cinétique d’extraction des différentes essences avec et sans broyage de la matiere
végétale a montré que la quasi-totalité des essences est extraite au bout des 45 premiéres
minutes.

Les observations au microscope photonique des coupes histologiques de la tige et
de la feuille du thym et de I'origan ont montré I'existence de poils sécréteurs, tecteurs et
glandulaires.

L'analyse qualitative des HE étudiées sur une colonne capillaire polaireStabilwax
(PEG) par CPG, a permis d’identifier respectivement : 46, 42, 38 et 29 composés
respectivement pour Thymus pallescens, Thymus munbyanus, Thymus dreatensis et
Origanum  floribundum. Cette méme analyse sur les extraits de Thymus pallescens
par differents solvants volatils a savoir : I'hexane, I'éther diéthylique, I'éthanol et le
dichlorométhane a permis d’identifier respectivement : 42, 21, 31 et 35 composés.

Le fractionnement de 'HE de Thymus pallescens a permis d’obtenir deux fractions F1
et Fo dont leur analyse par CPG a permis d’identifier respectivement : 42 et 40 composés.

L’analyse semi-quantitative sur une colonne capillaire non polaire HP 5-MS par CG/SM,
a mis en évidence, la dominance des hydrocarbures monoterpéniques et de ses dérivés
OXygéneés.

L'étude analytique de HE de Thymus pallescens a présenté quatre constituants
majoritaires ou le carvacrol est le composé principal avec une teneur de 46,9 % suivi ensuite
par le y- Terpinéne (14,2 %), le p-Cyméne (10 %) et I'Cl-Terpinene (3,7 %). Celle des deux
fractions a montre la présence de cinqg composés majoritaires pour la Fq et trois pour la Fo
dont le carvacrol reste le constituant essentiel avec une concentration atteignant les 81,4
% pour cette seconde fraction.
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Cependant, 'HE de Thymus dreatensis est caractérisée par la dominance de trois
composeés a savoir: linalool (30,4 %), géraniol (19,6 %) et le thymol (20,2 %) suivi ensuite
par y-Terpinene (4,4 %), p-Cymeéne (4,0 %).

L'HE de Thymus munbyanus a révélé la présence de 05 composés majoritaires: le
thymol (37,7 %), le p-Cyméne (14,2 %), le y- Terpinene (10,1 %), le carvacrol (8,4 %) et
le B-Myrcene (7,1 %).

Pour 'HE d'Origanum floribundum, elle est caractérisée par la dominance d’'un
composeé phénolique : le carvacrol (29,6 %) suivi par deux hydrocarbures monoterpéniques :
p-Cyméne, [I-Terpinene avec des teneurs de 18,5 et 13, 7 respectivement. Par contre le
thymol est présent avec uniquement 8,4 %.

Toutes les espéces étudiées manifestent une certaine activité antioxydante en
comparaison avec le BHT, le BHA et I'a-tocophérol. Le degré d’inhibition de I'oxydation
lipidique varie en fonction de la concentration en huile essentielle et de la méthode
employée. Dans la majorité des tests, Origanum floribundum est I'espéce la plus active
suivie par Thymus munbyanus et Thymus pallescens.

L'efficacité relative des HE de ces trois espéces peut étre attribuée a la présence de
composés phénoliques a savoir le thymol et le carvacrol qui sont considérés comme étant
des antioxydants primaires mais ils ne sont pas exclusivement responsables de cette activité
puisque d’autres composés dits minoritaires peuvent y participer comme dans le cas de
Thymus dreatensis.

L'étude de l'activité antimicrobienne des HE a révélé que ces derniéres ont une action
inhibitrice vis-a-vis des souches microbiennes testées.

D'aprés les résultats obtenus, la plus grande valeur d’inhibition enregistrée sur les six
souches bactériennes et sur la levure, est celle de 'HE de Thymus pallescens et la plus
grande résistance est signalée avec I'HE de Thymus dreatensis.

Parmi les micro-organismes testés, Staphylococcus aureus est la souche la plus
sensible a l'action des HE. Enterococcus faecium et Staphylococcus epidermidis sont les
plus résistantes a l'action de ces HE.

Cette étude montre également que le pouvoir antimicrobien des HE peut étre attribué
a leurs composants majoritaires (thmol et carvacrol principalement) mais il ne faut pas
négliger les constituants mineurs qui peuvent avoir une action significative sur I'activité
antimicrobienne des HE.

Dans la perspective de poursuivre et d’approfondir ce travail, il serait nécessaire :

D’étudier I'activité antioxydante et antimicrobienne des extraits de ces plantes et de les
comparer par rapport a celles des huiles essentielles.

De réaliser des essais avec des phénols synthétiques, thymol et carvacrol, et comparer
leurs activités avec celles des huiles essentielles.

De tester d’autres methodes d’extractions et leurs influences sur la composition
chimique et les capacités biologiques.

De déterminer les CMI et CMB pour chaque HE étudiée.
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Annexes
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Figure 1 : Chromatogramme de I'HE de Thymus pallescens
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Figure 2 : Chromatogramme de 'HE de Thymus munbyanus
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Figure 3 : Chromatogramme de 'HE de Thymus dreatensis
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Figure 4 : Chromatogramme de I'HE d’Origanum floribundum
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Figure 6 :
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Chromatogramme de la F4 de 'HE de Thymus pallescens
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Chromatogramme de la F2 de 'HE de Thymus pallescens
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Figure 7 : Chromatogramme de ['extrait par I'hexane de Thymus pallescens

Figure 8 : Chromatogramme de l'extrait par I'éther diéthylique de Thymus pallescens
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Figure 9: Chromatogramme de l'extrait par I'éthanol de Thymus pallescens
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Figure 9: Chromatogramme de I'extrait par le dichlorométhane de Thymus pallescens
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Figure 10 : Chromatogramme des esters
meéthyliques d’acides gras de I'huile de tournesol
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