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Résumé

Ce travail s’est concentré sur la valorisation de deux espéces végétales, poussant a 1’état
spontané au nord ouest de I’ Algérie, a savoir, Thymus vulgaris L. et Juniperus phoenicea L., en
évaluant certaines de leurs propriétés biologiques. Les huiles essentielles des feuilles séches du
thym collecté de Mostaganem (HE.TM) et de Tlemcen (HE.TT), ont donné des rendements
respectifs de 2.2% et 4.2% tandis que les huiles des feuilles fraiches (HE.FF), feuilles seches
(HE.FS) et des baies (HE.B) du genévrier collecté de Mostaganem, ont donné des rendements de
0.15%, 0.21% et 0.14%, respectivement. L’analyse par CPG-SM a indiqué que les composes
majeurs étaient le thymol (59.5 et 67.3%) pour HE.TM et HE.TT, B-phellandrene (43.9 et
44.9%) et a-pinene (25.1 et 20.3%) pour HE.FF et HE.FS et a-pinene (43.7%) pour HE.B.
Le screening phytochimique a révélé la présence de différents groupes de métabolites
secondaires dans les parties aériennes des plantes tels que, les alcaloides, flavonoides, tannins,
anthraquinones, stérols et triterpénes, coumarines et glucides. La minéralisation a montré que les
trois plantes étaient riches en calcium, potassium, sodium, magnésium et phosphore et trés

pauvres en métaux lourds.

L’étude de I’activité antimicrobienne par aromatogramme, a montré un grand effet inhibiteur des
huiles de T. vulgaris sur les sept souches de référence testées alors que, les trois huiles de
J. phoenicea n’ont pu inhibé la croissance que de deux souches, a savoir, Bacillus cereus ATCC
10876 et Candida albicans ATCC 10231. La méthode de macrodilution en milieu liquide a
permis d’obtenir les CMI, CMB et CMF a des valeurs allant de 0.312 & 5 pl/ml, 0.312 & 10 pl/ml
et de 0.625 a 2.5 pl/ml, respectivement pour les huiles du thym et a des valeurs allant de 0.312 a

2.5 ul/ml, 0.625 a 2.5 pl/ml et a 10 pl/ml, respectivement pour les huiles du genévrier.

Les valeurs de CEso obtenues par le test de DPPH, sont de 34.13 mg/ml pour HE.TM, 24.89
mg/ml pour HE.TT, 9980 mg/ml pour HE.B alors que celles de HE.FF et HE.FS n’ont pas pu
étre déterminées. Par ailleurs, les CEso obtenues par le test de FRAP, sont de 1.73 mg/ml
HE.TM, 1.71 mg/ml pour HE.TT, 2057 mg/ml pour HE.FF, 1633 mg/ml pour HE.FS et 57.75
mg/ml pour HE.B. L’étude de la toxicité aigue a indiqué que les cinq huiles testées étaient sans
danger pour les souris Swiss albinos. Le test de I’cedéme plantaire induit par la carragénine a

montré qu’a la plus grande dose testée (400 mg/Kg), les pourcentages d’inhibition ont été

obtenus & 50.4% (HE.TM), 58.4% (HE.TT), 16.13% (HE.FF), 14.52% (HE.FS) et 5.65%(HE.B).

Mots cles : Thymus vulgaris L., Juniperus phoenicea L., huile essentielle, CPG-SM, activité

antimicrobienne, activité antioxydante, toxicité aigue, activité anti-inflammatoire.
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Abstract

This work focused on the valorization of two plant species, growing in spontaneous state
in northwestern Algeria, namely, Thymus vulgaris L. and Juniperus phoenicea L., by evaluating
some of their biological properties. The essential oils of the dried leaves of thyme collected from
Mostaganem (HE.TM) and Tlemcen (HE.TT), gave respective yields of 2.2% and 4.2% while
the oils of the fresh leaves (HE. FF), dried leaves (HE.FS) and berries (HE.B) of the juniper
collected from Mostaganem, gave yields of 0.15%, 0.21% and 0.14%, respectively. GC-MS
analysis indicated that the major compounds were thymol (59.5-67.3%) for HE.TM and HE.TT,
B-phellandrene (43.9 - 44.9%) and a-pinene (25.1 - 20.3%) for HE.FF and HE.FS and a-pinene
(43.7%) for HE.B. Phytochemical screening revealed the presence of different groups of
secondary metabolites in aerial parts of plants such as alkaloids, flavonoids, tannins,
anthraquinones, sterols and triterpenes, coumarins and carbohydrates. The mineralization
showed that the three plants were rich in calcium, potassium, sodium, magnesium and

phosphorus and very poor in heavy metals.

The study of the antimicrobial activity by aromatogram, showed a great inhibitory effect of
T. vulgaris oils on the seven reference strains tested whereas, the three oils of J. phoenicea were
able to inhibit the growth of only two strains, namely, Bacillus cereus ATCC 10876 and Candida
albicans ATCC 10231. The macrodilution method in liquid medium led to obtain the MIC, MBC
and MFC at values ranging from 0.312 to 5 pul/ml, 0.312 to 10 pl/ml and from 0.625 to 2.5 pl/ml
respectively for thyme oils and values ranging from 0.312 to 2.5 pl/ml, 0.625 to 2.5 ul/ml and at

10 pl/ml respectively for juniper oils.

The ECso values obtained by the DPPH test, are 34.13 mg/ml for HE.TM, 24.89 mg/ml for
HE.TT, 9980 mg/ml for HE.B whereas, those of HE.FF and HE.FS could not be determined.
Furthermore, the ECso obtained by the FRAP test, are 1.73 mg/ml HE.TM, 1.71 mg/ml for
HE.TT, 2057 mg/ml for HE.FF, 1633 mg/ml for HE.FS and 57.75 mg/ml for HE.B.

The study of acute toxicity indicated that the five oils tested were safe for Swiss albino mice.
The carrageenan-induced paw edema test showed that at the highest dose tested (400 mg/Kg
p.0), the inhibition percentages were obtained at 50.4% (HE.TM), 58.4% (HE.TT), 16.13%
(HE.FF), 14.52% (HE.FS) and 5.65% (HE.B).

Keywords: Thymus vulgaris L., Juniperus phoenicea L., essential oil, GC-MS, antimicrobial

activity, antioxdant activity, acute toxicity, anti-inflammatory activity.
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Introduction

Les plantes ont constitué le premier et principal outil thérapeutique a la disposition de
I’homme et ce, pendant de nombreux sic¢cles. Dans diverses civilisations et sur tous les
continents, les pharmacopées végétales se sont développées et enrichies grace a 1I’empirisme.
Avec un don d’observation inégalé, les anciens ont pu mettre en évidence des propriétés

curatives ou préventives des plantes médicinales qui n’ont d’ailleurs, jamais ét¢ démenties par

I’'usage (Carillon, 2009).

Les plantes médicinales sont devenues importantes pour la recherche pharmacologique et
I’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiéres premieres pour la
synthese de médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs
(OMS, 1998). Ainsi, malgré le développement du médicament de synthése, le médicament
végétal sous ses différentes formes continue a occuper une place de choix. Entre 20.000 et
25.000 plantes sont utilisées dans la pharmacopée humaine. 75% des médicaments ont une
origine végétale et 25% d’entre eux contiennent au moins une molécule active d’origine végétale
(Adossides, 2003), soit un total de 120 composés provenant de 90 plantes différentes (Kar,
2007).

La croissance de I’industrie pharmaceutique et le développement incessant de nouveaux
produits médicaux synthétiques et biologiques plus efficaces n’ont pas pour autant réduit
I’importance de I’utilisation des plantes médicinales. Au contraire, la croissance démographique
dans le monde et l’intérét croissant manifesté au niveau des nations industrialisées ont
considérablement augmenté la demande spécifique aux plantes aromatiques et médicinales et a
leurs produits dérivés. Ainsi, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que la médecine
traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaire de 80% de la population mondiale
(OMS, 2013). En Afrique, pres de 6377 especes de plantes sont utilisées, dont plus de 4000 sont
des plantes médicinales, ce qui constitue 90% de la médecine traditionnelle dans ce continent
(OMS, 2002). Cependant, la médecine traditionnelle comporte un certain nombre de risque
incluant la toxicité de certaines plantes et I’interaction des plantes avec les médicaments de
synthése ou avec d’autres produits naturels, pouvant occasionner par conséquent, des effets
secondaires (Angell et Kassirer, 1998 ; Slifman et al., 1998). Certaines plantes contiennent des
principes actifs qui peuvent étre extrémement puissants, d’autres sont toxiques a faible dose.
Le fait que I’on utilise que des plantes ne signifie pas que cela est sans danger (Iserin et Vican,

2001), une plante sur dix est vénéneuse (Franz-Xaver, 2010). De plus, les données relatives a
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I’innocuité et a I’efficacité ne sont disponibles que pour un nombre restreint de plantes, leurs

extraits et principes actifs et les préparations qui les contiennent (Heide, 1991).

L’ Algérie, de par sa gamme de climats trés variée et sa situation géographique, possede
un ensemble considérable d’especes naturelles qui représentent un patrimoine phytogénétique de
tres grande importance vu leur mode de répartition spatiale et leur role dans 1’équilibre
écologique (Snoussi et al., 2003). La valorisation de ces ressources est devenue indispensable. A
cet effet, nous nous sommes intéressés a deux especes poussant a 1’état spontané a 1’ouest du
pays, & savoir, Juniperus phoenicea L. et Thymus vulgaris L. et plus particulierement, a leurs

métabolites secondaires ; les huiles essentielles.

Les huiles essentielles constituent un complexe de molécules bioactives qui possédent
diverses propriétés biologiques intéressantes. Elles trouvent application dans divers domaines :
médecine, pharmacie, cosmétologie, alimentation et agriculture. L’intérét suscité pour ces
essences s’accroit constamment et connait d’ailleurs, ces derniers temps un engouement sans
précédent. La recherche tendant a découvrir des agents thérapeutiques de plus en plus efficaces
et avec le moins d’effets secondaires possible, trouvent en ces huiles essentielles de potentielles
alternatives pour remédier a différents problémes notamment, a I’émergence de la résistance
microbienne aux antibiotiques. Ce phénomene se développe de plus en plus rapidement et de
maniére quasi universelle et est particulierement marqué pour les germes responsables
d’infections nosocomiales (Hanberger et al., 1999 ; Sieradzki et al., 1999). Il est
essentiellement du a I’utilisation excessive des antibiotiques. Dans de nombreuses situations,
seul un nombre restreint d’antibiotiques demeure efficace (Goldmann et al., 1996 ; Wise et al.,
1998).

Par ailleurs, le stress oxydatif, un autre probleme majeur de santé publique, suscite énormément
d’attention. Se définissant comme un déséquilibre entre les systémes pro-oxydants et
antioxydants dans 1’organisme, provoqué par une surproduction de radicaux libres, le stress
oxydatif est impliqué dans le développement de plus d’une centaine de pathologies humaines
différentes telles que 1’athérosclérose, le cancer, les maladies cardiovasculaires et
neurodégénératives, le diabéte, les rhumatismes et le vieillissement prématuré de la peau
(Roberts et Sindhu, 2009). L’utilisation des antioxydants commerciaux (synthétiques) tels que
le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), le tertiobutylhydroquinone
(TBHQ) et le propylgallate (PG), n’est pas sans risque puisqu’ils ont été suspectés, ces dernicres
années, de posséder une certaine toxicité et d’étre responsables des dommages causés dans le

foie et de carcinogenése (Pan et al., 2008 ; Atmani et al., 2009).

2
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Les radicaux libres sont impliqués également dans les processus pro-inflammatoires. Bien
que I’inflammation soit un mécanisme de défense non spécifique développée pour protéger les
tissus contre les dommages causes par des stimuli nuisibles (Jain et al., 2014), elle peut étre
accompagnée de symptémes indésirables (cedéme, érythéme et douleur). Son traitement, en
particulier, par des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), expose aux risques de toxicité
gastro-intestinale, rénale et cardiovasculaire. Ces risques sont d’autant plus importants que la

posologie est élevée et que le traitement est prolongé (Wallace et Vong, 2008).

Face aux différents problémes encourus par I'utilisation des agents synthétiques, 1’attrait
pour des sources naturelles est devenu aujourd’hui et plus que jamais important. Notre présente
¢tude s’inscrit dans cette perspective et cherche a approfondir les connaissances sur les espéces
Juniperus phoenicea L. et Thymus vulgaris L. et a les valoriser en évaluant les activités
antimicrobiennes, antioxydantes et anti-inflammatoires de leurs huiles essentielles mais aussi,

leur toxicité afin s’assurer de leur innocuité.

Notre travail est structuré en deux parties. La premiere partie est consacrée a une synthese
bibliographique mettant 1’accent sur trois chapitres. Le premier chapitre aborde des généralités
sur les huiles essentielles, le deuxiéme est consacré a la description botanique des deux espéces
végétales étudiées tandis que le troisieme chapitre, s’intéresse aux activités biologiques des
huiles essentielles et particuliérement, 1’activité antimicrobienne, antioxydante et anti-

inflammatoire.

La partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres, le premier (quatrieme chapitre)

présente le matériel et les méthodes utilisés pour la réalisation de ce travail, a savoir :

e Screening phytochimique des parties aériennes des plantes sélectionnées;

e Dosage des minéraux et des métaux lourds des parties aériennes ;

e Extraction des huiles essentielles du thym par hydrodistillation et du genévrier par
entrainement a la vapeur d’eau ;

e Analyse et identification de la composition chimique des huiles essentielles par CPG-SM ;

e FEtude de [Dactivité antimicrobienne des huiles essentielles par la méthode de
I’aromatogramme et par macrodillution en milieu liquide ;

e Etude de I’activité antioxydante des huiles essentielles par le test de DPPH et le test de
FRAP ;
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e Etude pharmacologique in vivo des huiles essentielles par évaluation de leurs toxicités
aigues et leurs activités anti-inflammatoires par le test de I’cedéme plantaire induit par

injection de la carragénine.

Le second (cinquiéme chapitre) est réservé a la présentation et a la discussion de 1’ensemble des

résultats obtenus.

Le manuscrit est achevé par une conclusion générale qui résumera I’ensemble de ces résultats.



Partie
bibliographique
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Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles

I- Les huiles essentielles
1.1- Définition

Une huile essentielle est un mélange naturel complexe de métabolites secondaires
lipophiles, volatils, odorants et souvent liquides contenus dans des tissus végetaux spécialisés
(Bruneton, 1993 ; Kalemba et Kunicka, 2003). Selon la norme AFNOR NF’T 75-006,
« I’huile essentielle désigne le produit obtenu a partir d’une matiére premicre d’origine végétale,
soit par entralnement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe, soit par
distillation « séche ». Elle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques »
(AFNOR, 2000). Cette définition détermine les huiles essentielles au sens strict. Mais, de ce fait,
elle écarte les produits obtenus en employant d’autres procédés d’extraction, comme 1’utilisation

de solvants non aqueux ou I’enfleurage (Bruneton, 1999).

Il est important de distinguer huile essentielle et essence. Cette derniére est une sécrétion
naturelle élaborée par 1’organisme végétal, contenue dans divers types d’organes producteurs,
variables selon la partie de la plante considérée. En revanche, une huile essentielle est le résultat
d’extraction de I’essence, autrement dit, I’essence distillée (Carette, 2000). Et contrairement a ce
que le terme pourrait laisser penser, ’huile essentielle ne contient pas de corps gras comme
I’huile végétale (Anton et Lobstein, 2005).

I.2- Répartition botanique

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi les
1 500 000 espéces végetales recensées, seulement 10% sont capables de synthétiser une essence.
Ces plantes sont alors dites « aromatiques » (Bruneton, 1999 ; Degryse et al., 2008). Certaines
familles se caractérisent par le grand nombre d’especes a essences qu’elles regroupent, en
particulier les Labiées, les Ombelliféres, les Myrtacées et les Lauracées (Baser et Buchbauer,
2010).

1.3- Localisation et lieu de synthese

Les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et se
forment dans le cytoplasme de cellules sécrétrices variables selon I’organe végétal considéré.
Puis, elles s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées recouvertes d’une
cuticule. Ensuite, elles sont stockées et emmagasinées dans des structures histologiques
spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante, a savoir, des cellules

a huiles essentielles (Lauraceae et Zingiberaceae), des poils glandulaires épidermiques qui
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produisent les essences dites superficielles (Labiaceae, Geraniaceae et Rutaceae), des poches
sécrétrices (Myrtaceae, Auranthiaceae, Rutaceae) ou encore des canaux sécréteurs (Apiaceae,
Ombelliferaceae et Asteraceae) (Bruneton, 1999 ; Boz et al., 2009).

Les huiles essentielles peuvent étre extraites de divers organes de la plante. Il peut s’agir
d’écorces (cannelier, citron, orange, bergamote), de graines (carvi, cardamome, coriandre,
fenouil), de feuilles (eucalyptus, mélisse, citronnelle), de racines (angeélique, vétiver), de
rhizomes (acore, gingembre), de fleurs (origan, ylang-ylang, camomille), de bois (bois de cedre,

santal), de séves (encens, myrte), de bourgeons (pin), des fruit (badiane)...etc (Bruneton, 1999).

I.4- Propriétés physico-chimiques

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de trés faible masse
moléculaire (Degryse et al., 2008). Elles sont en général liquides a température ambiante,
volatiles, inflammables, tres odorantes et ne sont que trés rarement colorées. Leur densité est le
plus souvent inférieure a 1 sauf pour les huiles essentielles de sassafras (Sassafras. albidum), de
clou de girofle (Syzygium aromaticum) et de cannelle (Cinnamomum. zeylanicum). Elles ont un
indice de refraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée (optiqguement active)
(Bruneton, 1999; Charpentier et al., 2008 ; Desmares et al., 2008).

Les huiles essentielles ont parfois un toucher gras ou huileux mais ce ne sont pas des
corps gras. Par évaporation, elles peuvent retourner a I'état de vapeur sans laisser de traces, ce
qui n'est pas le cas des huiles fixes (olive, tournesol...etc) qui ne sont pas volatiles et laissent sur

le papier une trace grasse persistante (Bernadet, 2000).

Les huiles essentielles sont solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants
organiques mais sont peu solubles dans I’eau (Bruneton, 1999). Entrainables a la vapeur d’eau,
elles se retrouvent dans le protoplasme sous forme d’émulsion plus ou moins stable qui tende a
se collecter en gouttelettes de grosse taille (Martini et Seiller, 1999). Elles sont également trés

altérables et s’oxydent au contact de 1’air et de la lumiére (Bruneton, 1993).

1.5- ROle physiologique

Le role exact des huiles essentielles dans la physiologie de la plante reste encore mal
connu. Cependant, la diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confére des
propriétés biologiques tres variées qui leur permettent d’exercer plusieurs effets utiles pour la
plante tels que : repousser ou au contraire attirer les insectes pour favoriser la pollinisation,

inhibition de la multiplication de la flore microbienne infectieuse (Mann, 1987 ; Deroin, 1988 ;

6
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Bakkali, 2008). Comme source énergétique, elles facilitent certaines réactions chimiques
(Bakkali et al., 2008). Dans les climats désertiques, elles permettent de conserver 1’humidité de
la plante. De plus, elles peuvent étre utilisees comme moyen de compétition aux ressources
environnementales par I’inhibition de la germination des graines des autres espéces de plante ou
par la limitation de la croissance de certaines espéces voisines (Fischer et al., 1994 ; Bakkali et
al., 2008).

1.6- Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés organiques possédant
des structures et des fonctions chimiques tres diverses (Lahlou, 2004). Plus de 60 molécules
différentes peuvent entrer dans la composition chimique d’une huile essentielle. Les composés
majoritaires peuvent représenter, a eux seuls, plus de 85% de I’huile alors que d’autres composés
ne sont présents qu’a I’état de traces (Senatore, 1996). L’ensemble de ces constituants
appartient, de facon quasi exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques
distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le groupe des composés aromatiques dérivés
du phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre part (Bruneton, 1999 ; Baser et
Buchbauer, 2010). Les huiles essentielles peuvent également renfermer divers produits issus de

processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 1999).

1.6.1- Les terpénes

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine
ouverte. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d’unité isoprénique a cinq atomes de carbone (CsHg) (figure n°1) (Hernandez-Ochoa, 2005 ;
Fillatre, 2011).

A

Figure n°1 : Formule de I’isopréne (Fillatre, 2011)

Les terpénes sont subdivisés selon le nombre d’unités isopréniques en : hémiterpénes
(1 unité: Cs), monoterpenes (2 unités: Cio), sesquiterpenes (3 unités: Cis), diterpenes

(4 unités : Cao), sesterpenes (5 unités : Cas), triterpenes (6 unités : Cao), caroténes (8 unités : Cao)
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et les polyisoprenes (n unités : Csy) (Hernandez-Ochoa, 2005 ; Fillatre, 2011). Un terpene qui
possede un oxygeéne est un terpénoide. A noter que le terme terpéne, anciennement employé pour
caractériser 1’ensemble de la classe des terpénoides, a une définition aujourd’hui plus restreinte
et ne s’adresse qu’aux (mono)-terpénoides hydrocarbonés (Baser et Buchbauer, 2010). Dans le
cas des huiles essentielles, seuls sont rencontrés les terpénoides les plus volatils, c'est-a-dire ceux
dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée, principalement les mono- et sesquiterpénoides
et, beaucoup plus rarement, les diterpénoides. Les monoterpénoides représentent a eux seuls
environ 90% des huiles essentielles (Richter, 1993 ; Bruneton, 1999 ; Bakkali et al., 2008).

Les terpénoides se caractérisent par une grande variété de structures dont certaines sont

regroupeées dans la figure suivante (figure n°2) (Fillatre, 2011):
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Figure n°2 : Représentation de molécules caractéristiques des différentes
structures rencontrées chez les mono- et sesquiterpénoides (Fillatre, 2011)

Si les composés terpéniques sont les constituants majoritaires des huiles essentielles, les
molécules aromatiques n’en demeurent pas moins des composés importants, a I’exemple du

cinnamaldéhyde qui représente environ 75% de I’huile essentielle de cannelle (Garnéro, 1996).

1.6.2- Les composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du

phénylpropane Ce-Cs (figure n°3), parmi lesquels se trouvent des aldéhydes (cinnamaldéhyde),
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des alcools (alcool cinnamique), des phénols (chavicol, eugénol), des dérives méthoxy (anéthol,

estragol) ou méthyléne dioxy (myristicine, safrol) (Bruneton, 1999).

o, h Y
| | =
2 el =
= ':LH e 8., oo
Cinnamaldehyde Alcosl cinnamigue Eungenol Anéthole Safrol
Figure n° 3 : Exemples de composés aromatiques Cs-C3 caractéristiques des huiles
essentielles (Bruneton, 1999)

Il est cependant possible de rencontrer des composés Ces-C1, comme la vanilline (assez
fréquente) et I’anthranilate de méthyl (figure n° 4), ainsi que des lactones dérivées des acides
cinnamiques (les coumarines, par exemple) étant, au moins pour les plus simples d’entre elles,

entrainables par la vapeur d’eau (Bruneton, 1999).
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Figure n°4 : Exemples de composés aromatiques Cs-C1 rencontrés dans les
huiles essentielles (Bruneton, 1999)

1.6.3- Les composés d’origines diverses

Il existe un nombre non négligeable de composés volatils issus de la dégradation de
terpénes non volatils (c’est le cas par exemple des ionones qui proviennent de I’auto-oxydation
des caroténes) et d’acides gras (les petites odorantes, comme par exemple le (3Z)-hexen-1-ol ou
le décanal, qui sont obtenues a partir des acides linoléique et a-linolénique) (Bruneton, 1999).

Si la concentration de ces composes est généralement tres faible, ils peuvent cependant avoir une
influence considérable a I’exemple de la B-damascenone. Cette molécule, issue de la dégradation
des terpénes, ne représente que 0.14% de I’huile essentielle de rose (Rosa damascena). Elle est

pourtant un contributeur majoritaire de 1’odeur de cette huile (Leffingwell, 2011).
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1.6.4- Notion de chemotype

Le chémotype d’une huile essentielle est une référence précise qui indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif présent dans 1’huile essentielle. Cet élément permet de
distinguer des huiles essentielles extraites d’une méme variété botanique mais d’'une composition
biochimique différente. Cette classification permet de sélectionner les huiles essentielles pour
une utilisation plus précise, plus sdre et plus efficace. Ce polymorphisme chimique existe chez
certaines espéces : Thymus vulgaris, Mentho spicoto, Origanum vulgare. Il est important de
noter que les huiles essentielles a chémotypes différents présentent non seulement des activités
différentes mais aussi des toxicités tres variables (Pibiri, 2005).

I.7- Facteurs de variabilité de la composition chimique des huiles essentielles

Etant formées de mélanges généralement complexes, les huiles essentielles présentent
une trés grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au plan du rendement des
plantes d’origine. Cette variabilité est fondamentale car les activités biologiques qui découlent
des huiles essentielles peuvent étre treés différentes (Garnéro, 1991 ; Bruneton, 1999). Cette
variabilité peut s’expliquer par différents facteurs d’origine intrinseque, spécifiques du bagage
génétique de la plante ou extrinseque, liés aux conditions de croissance et de développement de
la plante (Morin et Richard, 1985).

1.7.1- Facteurs intrinseques

Une huile essentielle doit avant tout autre chose étre rapportée au matériel botanique d’ou
elle est issue pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal (Barry, 2001).
Une huile essentielle peut s’extraire de plusieurs parties de la plante. Cependant, la quantité et la

qualité différent, d’ou la nécessité de spécifier le nom de la partie utilisée (Bruneton, 1999).

Le rendement et la composition chimique d’une huile essentielle varient aussi en fonction
du cycle végétatif. En effet, pour une espéece donnée, la teneur des différents composants de
I’huile essentielle peut varier de fagon remarquable tout au long du cycle végétatif en rapport
avec I’age de la plante et la période de récolte ou la saison. Autrement dit, certains constituants
se trouvent en abondance a des périodes précises par rapport a d’autres. Par exemple, suivant le
mois de récolte, la Saturere montana dont I’essence est utilisée en pharmacie, produit 60% de
carvacrol au mois de Janvier contre 10% seulement en Octobre (Razafindrakoto, 1988 ;
Dethier, 1996).

10
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L’origine géographique peut ¢galement avoir une influence sur la composition chimique

des huiles essentielles. C’est le cas du jasmin par exemple, dont la composition différe selon
qu’il est cultivé en France, en Italie ou en Algérie (Verzele et al., 1988).
Le polymorphisme chimique « variétés chimiques ou formes physiologiques » est aussi un des
facteurs intrinseques les plus importants. 1l est mis en évidence lorsque les mémes espéces
cultivées au méme endroit peuvent avoir des compositions chimiques différentes : ce sont des
chémotypes. Ce phénomene de variabilité chimique a été observé chez plusieurs especes telles
que Melaleuca quiquenervia, ce qui permet la possibilit¢ d’une sélection de la biodiversité
(Razafindrakoto, 1988 ; Ramanoelina et al., 1992 ; Dethier, 1996).

1.7.2- Facteurs extrinséques

La composition en huile essentielle dépend des conditions environnementales, plus
précisement, du sol et du climat. En ce qui concerne le sol, le développement de la partie
aérienne de la plante est fonction de celui du systéme radiculaire et de son activité. Or la forme
des racines, leur répartition dans le sol, leur vitesse d’extension, la variation de la composition
chimique des huiles essentielles dépendent de la texture du sol, de sa structure, de sa teneur en
eau ou de sa température. C’est ainsi, par exemple, que deux plantes de la méme espéce récoltée
a la méme période sur des sols différents, ont une composition chimique et une teneur en huile
essentielle variables (Razafindrakoto, 1988 ; Dethier, 1996).

Pour ce qui est du climat, I’ensemble température, précipitations et lumicre agit non
seulement sur la croissance et le développement de la plante mais aussi, sur la qualité des
substances élaborées au niveau de la plante (Bruneton, 1999 ; Aprotosoaie et al., 2010 ; Olle et
Bender, 2010). D’autres facteurs tels que, les techniques sylvicoles (la densité de plantation,
I’irrigation, 1’utilisation d’engrais, les traitements phytosanitaires, les techniques de récolte...etc)
(Barry, 2001 ; Lahlou, 2004 ; Stefanini et al., 2006 ; Aprotosoaie et al., 2010), les méthodes
d’extraction utilisées (Huang et al., 1995) ou encore le stockage des matiéres premiéres avant
distillation peuvent influencer la composition et le rendement des huiles essentielles. En ce qui
concerne ce dernier facteur, des pertes considérables d’huile essentielle peuvent étre constatées
lors d’un stockage prolongé au congélateur (Fantino, 1990). Par ailleurs, le temps de stockage
des huiles essentielles apres extraction tend aussi a modifier leur composition. D’aprés Carette
(2000), les huiles essentielles se conservent entre 12 et 18 mois aprés leur obtention car avec le

temps leurs propriétés tendent a décroitre.

11
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1.8- Domaines d’application

Il existe une grande variété d’huiles essentielles connues dans le monde et plusieurs
milliers d’entre elles ont été caractérisées. Cependant, de ce nombre, une faible proportion
seulement présente un intérét commercial. Cela s’explique par la composition chimique des
huiles essentielles qui leur confére aussi bien des propriétés odorantes et aromatiques
qu’antimicrobiennes, mais aussi, les différentes utilisations possibles et leur colt de production
(Grysole, 2005 ; Fillatre, 2011). Ces caractéristiques offrent des débouchés importants dans de
nombreux domaines industriels, que ce soit dans I’industrie cosmétique, les secteurs de la santé,

de I’agro-alimentaire ou de 1’agriculture (Fillatre, 2011).

1.8.1- Parfums et cosmétiques

Dans le domaine des parfums et cosmétiques, les huiles essentielles sont employées en
tant qu’agents conservateurs grice a leurs propriétés antimicrobiennes qui permettent
d’augmenter la durée de conservation du produit. Cependant, c’est surtout pour leurs
caractéristiques odorantes en raison de leur forte volatilité et du fait qu’elles ne laissent pas de
trace grasse, qu’elles sont utilisées, notamment dans la formulation de parfums, de produits

d’entretien personnels ou ménagers domestiques ou industriels (Aburjai et Natsheh, 2003).

1.8.2- Santé : pharmacie et aromathérapie

Les vertus thérapeutiques des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis trés
longtemps, notamment en Asie ou ces produits naturels constituent la base de la médecine
traditionnelle. 1l est donc logique de retrouver les huiles essentielles dans le domaine de la santé
avec des applications pharmaceutiques et aromathérapiques. En pharmacie, les huiles essentielles
sont majoritairement destinées a I’aromatisation des formes médicamenteuses administrées par
voie orale (Bruneton, 1999). De méme, elles peuvent étre utilisées pour leur activité

antiseptique, en particulier dans le milieu hospitalier (Edris, 2007).

De nombreux produits tels que les pommades, les crémes et les gels a base d’huiles
essentielles permettraient de faciliter I’administration des médicaments par voie transdermique
étant donné la propriété de ces huiles a pénétrer aisement dans la peau (principalement due aux
terpénes). Ces produits sont généralement destinés a soulager les entorses, les courbatures, les

allergies articulaires ou musculaires (Razafindrakoto, 1988 ; Dethier, 1996 ; Edris, 2007).

Si les huiles essentielles trouvent des applications importantes dans la médecine dite

conventionnelle ou scientifique, leurs bienfaits constituent la base d’un autre domaine de la santé
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qui se rapproche plus de la médecine traditionnelle : 1’aromathérapie (Fillatre, 2011). Cette
derniére correspond a I’utilisation des odeurs et des substances volatiles pour soigner, atténuer
ou prévenir les infections et les indispositions internes uniquement par le moyen d’inhalation
(Buchbauer et Jirovetz, 1994) ou encore, a I’utilisation des huiles essentielles pour traiter
certaines maladies externes par leur application sur la peau au travers de massages (Tisserand et
Balacs, 1995). La synergie des différents constituants des huiles essentielles détermine leur effet
équilibrant. C’est ainsi que certaines huiles peuvent avoir des actions paradoxales comme par
exemple, 1’huile essentielle de lavande qui peut avoir un effet a la fois relaxant et stimulant

(Werner, 2002).

1.8.3- Agro-alimentaire

Les huiles essentielles sont utilisées en industrie agroalimentaire comme arémes et épices
alimentaires pour les boissons gazeuses ou alcooliques, les condiments, les confiseries, les
produits laitiers, les produits carnés, les produits de boulangerie mais également pour la nutrition
animale (Bruneton, 1999). Les plus couramment utilisées sont celles de : menthe, vanille,

poivre, basilic, gingembre, eucalyptus...etc (Mapoli, 2003).

Actuellement, les huiles essentielles ou leurs composés actifs, représentent un outil trés
intéressant pour augmenter la durée de conservation des produits alimentaires, tout en assurant
une qualité organoleptique meilleure, en rehaussant le golt des aliments (Caillet et Lacroix,
2007 ; Tiwari et al., 2009). Ces substances naturelles sont riches en composés antimicrobiens et
antioxydants. Elles pourraient donc servir d’agents de conservation alimentaires et ce d’autant
plus qu’ils sont pour la plupart classés « généralement reconnus comme GRAS » Ou approuvés
comme additifs alimentaires par 1’administration Américaine des aliments et des medicaments
FDA (Food Drug Administration). Ils n’ont, par conséquent, pas besoin d’autorisation d’emploi
dans les aliments mais des études préalables sont nécessaires afin de mieux cerner leur activité

sans pour autant étre toxique pour I’homme (Caillet et Lacroix, 2007).

1.8.4- Agriculture

La volonté de réduire I’utilisation des pesticides de syntheése dans I’agriculture moderne
en faveur de I’écologie, du développement et de I’aménagement durables, s’est affermie ces
dernieres années. Concernant les pesticides, I’un des projets de loi vise a réduire la
consommation en produits phytosanitaires de 50% en dix ans, I’échéance étant 2018 (Ministere
de DPagriculture et de la péche, 2008). Dans ce contexte environnemental, les pesticides

naturels basés notamment sur les huiles essentielles, représentent une alternative intéressante
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pour la protection des cultures contre les insectes mais également contre les adventices et les
champignons (Isman, 2000 ; Dayan et al., 2009). Les modes d’application sont trés variés soit
par fumigation, attractif ajouté aux piéges a phéromones, répulsif ou par contact (Regnault-
Roger et Hamraoui, 1995). Outre leurs activités biologiques, les huiles essentielles présentent
d’autres caractéristiques qui en font des produits adaptés dans la lutte contre les nuisibles. Parmi

celles-ci, on peut citer :

e leur prix faible et approvisionnement assurés par une production mondiale importante
pour de nombreuses huiles essentielles ;

e leurs multiples modes et sites d’action sur les insectes ;

e leur faible toxicité pour les mammiféres (a quelques rares exceptions pres) ;

e leur faible persistance dans I’environnement due a leur volatilité (temps de demi-vie en

extérieur < 24 heures sur les surfaces, dans les sols ou I’eau) (Isman et al., 2010).

1.9-Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont présentées généralement comme « sans danger » mais sont
aussi des composés puissants (Degryse et al., 2008). Cet aspect des huiles essentielles est
d’autant plus important que leur utilisation, de plus en plus populaire, tend a se généraliser avec
I’émergence de nouvelles pratiques thérapeutiques telle que 1’aromathérapie (Piochon, 2008).
Par leur composition chimigue complexe, les huiles essentielles doivent étre utilisées avec une
extréme prudence, du fait qu’elles peuvent présenter de trés graves dangers lors d’une utilisation
abusive ou aléatoire autonome qui est souvent favorisée par le fait que bon nombre de ces

produits sont distribués en dehors du secteur pharmaceutique (Bruneton, 1999).

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (les huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles
riches en cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000) ou photo-toxique (huiles de Citrus contenant des
furocoumarines) (Naganuma et al., 1985). D’autres huiles essentielles ont un effet neurotoxique
(les cétones comme 1’o-thujone sont particulierement toxiques pour les tissus nerveux)
(Franchomme et Pénoel, 1990). Il existe aussi quelques huiles essentielles dont certains
composés sont capables d’induire la formation de cancers (Homburger et Boger, 1968). C’est le
cas par exemple de dérivés d’allybenzeénes ou de propénylbenzénes comme le safrole
(Sassafras), I’estragole (Artemisia dracunculus), la p-asarone (Acorus calamus) et le méthyl-
eugenol (Guba, 2001).
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En régle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigue faible ou trés faible par
voie orale : une DLso comprise entre 2 et 5 g/Kg pour la majorité des huiles couramment utilisées
(anis, eucalyptus, girofle,...etc) ou le plus fréquemment supérieure a 5 g/Kg (camomille,
citronnelle, lavande, marjolaine, vétiver,...etc). D’autres ont une DLso inférieure a 1 g/Kg:
I’huile essentielle de boldo (0.13 g/Kg), I’essence de moutarde (0.34 g/Kg), les essences d’origan
et de la sarriette (1.37 g/Kg), les huiles essentielles du basilic, de 1’estragon et de I’hysope
(1.5 ml/Kg). Tandis que la toxicité chronique est assez mal connue (Bruneton, 1999), reste a
savoir si dans leur emploi externe, les risques de toxicité sont fortement réduits (Bernadet,
2000).

1.10- Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour ’extraction des essences végétales
(Sallé, 2004). En général, le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel
végétal a traiter (graines, feuilles, ramilles), de la nature des composes (les flavonoides ou les
tanins, par exemple), du rendement en I’huile et de la fragilité de certains constituants des huiles

aux températures élevées (Crespo et al., 1991 ; Hellal, 2011).

1.10.1- Distillation

La technique d’extraction des huiles essentielles utilisant ’entrainement des substances
aromatiques grace a la vapeur d’eau est la plus ancienne et également la plus utilisée
(Franchomme et al., 1990 ; Bruneton, 1999). La méthode est basée sur I’existence d’un
azéotrope de température d’ébullition inférieure aux points d’ébullition des deux composés,
I’huile essentielle et 1’eau, pris séparément. Ainsi, les composés volatils et 1’eau distillent
simultanément a une température inférieure a 100°C sous pression atmosphérique normale.
En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par la vapeur d’eau sans subir
d’altérations majeures (Franchomme et al., 1990). 1l existe précisément trois différents procédés
utilisant ce principe : I’hydrodistillation, I’entrainement a la vapeur d’eau et I’hydrodiffusion
(Piochon, 2008).

1.10.1.1- Hydrodistillation

L’hydrodistillation (water distillation) est la méthode la plus simple et de ce fait, la plus
anciennement utilisée (figure n°5). Elle consiste a immerger directement le matériel végétal a
traiter dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes

sont condensées dans un réfrigérant et 1’huile essentielle se sépare de 1’hydrolat par simple
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différence de densité. Cependant, I’hydrodistillation posséde des limites. En effet, un chauffage
prolongé et trop puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques
(Bruneton, 1999 ; Lucchesi, 2005).

1- Chauffe ballon ; 2- Ballon ; 3- Thermomeétre ; 4- Réfrigérant ; 5- Entrée et sortie d’eau ;
6- Erlenmeyer ; 7- Matiére a extraire I’essence ; 8- Couche d’huile essentielle.

Figure n°5 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005)

1.10.1.2- Entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systéme d’extraction (steam distillation) (figure n°6), le matériel végétal ne
macere pas directement dans 1’eau, il est placé sur une grillé perforée au travers de laquelle passe
la vapeur d’eau. Cette derniere endommage la structure des cellules végétales et libere ainsi les
molécules volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une
amélioration de la qualité de I’huile essenticlle en minimisant les altérations hydrolytiques ; le
matériel végétal ne baignant pas directement dans I’eau bouillante (Franchomme et al., 1990 ;
Richard, 1992 ; Lucchesi, 2005).

e

1
vapeur d'eau satur€e en
composés aromatique

réfrigérant
serpentin a
eau

arrivée de

- —
vapeur d'eau
vapeur d'eau

recondensé

Figure n°6 : Schéma du principe de la technique de I’entrainement a la vapeur d’eau
(Lucchesi, 2005)
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1.10.1.3- Hydrodiffusion

Cette technique relativement récente, est une variante de I’entrailnement a la vapeur. Elle
consiste a faire passer du haut vers le bas et a pression réduite (0,02 — 0,15 bar), la vapeur d’eau
a travers la matiére végetale (figure n° 7). L’avantage de cette méthode est d’étre plus rapide
donc, moins dommageable pour les composés volatils. Cependant, I’huile essentielle obtenue
contient des composes non volatils ce qui lui vaut une appellation spéciale « essence de
percolation » (Franchomme et al., 1990 ; Richard, 1992 ; Lucchesi, 2005).

arrivée de
vapeur d'eau

1L
< v ER e e
* * > X

= 2 = 2 ES
matériel

se veégétal e
- e %

2

@ huile esseiniclle

Figure n° 7 : Schéma du principe de la
technique d’hydrodiffusion (Lucchesi, 2005)

1.10.1.4- Extraction a froid

Elle constitue le plus simple des procédés mais ne s’applique qu’aux agrumes.
Le principe de ce traitement mécanique est fondé sur la rupture des péricarpes riches en cellules
sécrétrices en essences. L’essence libérée est recueillie par un courant d’eau puis est isolée par

décantation (Dugo et Di Giacomo, 2002 ; Roux, 2008).

1.10.1.5- Extraction par solvants organiques

Dans ce procédé, I’extrait de plantes est obtenu au moyen de solvants non aqueux.
Les plus utilisés sont 1’hexane, le cyclohexane et I’éthanol, moins fréquemment, le
dichlorométhane et 1’acétone (Dapkevicius et al., 1998 ; Kim et Lee, 2002 ; Hernandez-
Ochoa, 2005). Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus élevé que I’eau, si bien que les

extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais également un bon nombre de

17



Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles

composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d’autres (Richard,
1992). Un lavage a 1’éthanol permet 1’élimination de ces composés non désirables. Apres
distillation de I’alcool, le produit obtenu est appelé «absolu» (Hernandez-Ochoa, 2005 ;
Proust, 2006). L’emploi de cette méthode est restrictif, ceci se justifie par son cout, les
problemes de sécurité et de toxicité ainsi que, la réglementation liee a la protection de

I’environnement (Lagunez Rivera, 2006).

1.10.1.6- Enfleurage

Cette technique est employée en parfumerie, elle est réservée aux fleurs ou aux organes
les plus fragiles des plantes, elle consiste & pratiquer une diffusion des composes odorants dans
une masse de matiére grasse animale. Si le procédé se fait a froid, il s’agit d’une extraction par
enfleurage, si par contre, il se pratique a chaud, les graisses étant fondues au bain-marie (50°C —
70°C), il s’agit alors d’une digestion (Besombes, 2008).

Ce procédé classique et ancien n’est plus utilisé ; d’une part, la diffusion est lente
et d’autre part, il est nécessaire de renouveler plusieurs fois les pétales pour obtenir des
pommades concentrées. De plus, les composés odorants extraits doivent étre séparés de leur
charge grasse (Bruneton, 1993).

1.10.1.7- Extraction assistée par micro-ondes

Cette technique combine I’utilisation des micro-ondes et d’autres méthodes tradi-
tionnelles. Dans ce procédé, la matrice végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte
close dans laquelle la pression est réduite de maniere séquentielle. Les composeés volatils peuvent
étre recueillis par un solvant ou entrainés par la vapeur d’eau formée a partir de 1’eau propre a la
plante (figure n°8). Ils sont ensuite récupérés a ’aide des procédés classiques de condensation,

refroidissement et décantation (Meredith, 1998 ; Hemwimon et al., 2007).

L’extraction assistée par micro-ondes fait aujourd’hui ’objet de beaucoup d’études
et ne cesse d’étre améliorée étant donné les avantages qu’elle présente : technologie verte,
économie d’énergie (température plus basse) et de temps (dix fois plus rapide), dégradations
thermiques et hydrolytiques minimisées, mais aussi, utilisation de petites quantités de solvant et
un rendement d’extraction élevé (Hemwimon et al., 2007 ; Lucchesi et al., 2004 ; Olivero-
Verbel et al., 2010).
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Figure n°8 : Schéma du principe de la technique
d’extraction assistée par micro-ondes (Lucchesi et al., 2004)

1.10.1.8- Extraction par fluide a I’état supercritique

Ce procédé utilise généralement le dioxyde de carbone (CO2) qui au-dela du point
critique (P= 73,8 bars et T= 31,1°C), possede des propriétés intermédiaires entre celles des
liquides et celles des gaz, ce qui lui confére un bon pouvoir d’extraction (Khajeh et al., 2005 ;
Piochon, 2008). Dans ce systéme, le solvant est utilisé en boucle par interposition d’échangeurs
de chaleur, d’un compresseur et d’un détendeur afin de porter le solvant a 1’état désiré a chaque
stade du processus. La séparation de I’extrait a lieu en phase gazeuse par simple détente (figure
n°9) (Lagunez Rivera, 2006).

En jouant sur les conditions de température et de pression, il est possible de rendre 1’extraction
plus sélective aux composés odorants et ainsi, obtenir des extraits de composition tout a fait
semblable aux huiles essentielles, non chargés en molécules non volatiles. Ainsi, la température
et la pression a ne pas dépasser pour extraire uniquement les principes volatils est de 60°C et 60
bars (Richard, 1992). D’autres travaux de recherche montrent la possibilité d’utiliser 1’eau
comme un solvant alternatif au CO, (Ozel et al., 2003 ; Deng et al., 2005). Toutefois, son
utilisation est relativement limitée, ceci est dii a ses conditions d’obtention délicates (P= 221 bars

et T=374°C) et a sa nature corrosive (Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007).

L’avantage de cette technique d’extraction est la possibilit¢ d’éliminer et de recycler le
solvant par simple compression détente. De plus, elle permet d’éviter la dégradation des
composés thermosensibles offrant ainsi une huile de qualité supérieure. A ces différents

avantages, s’ajoutent ceux de I’innocuité, d’inertie et d’inflammabilité du CO2 (Carlson et al.,
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2001 ; Lagunez Rivera, 2006 ; Wood et al., 2006). L’unique point faible de cette méthode est le
codt tres élevé des appareillages 1ié a 1’application de pressions de plusieurs centaines de bars

(Pellerin, 1991 ; Lagunez Rivera, 2006).

Stockage

CO2 liquide Compresseur

Condensateur Saparateur

W

- CO2 a l'état supercritique + extrait

Figure n°9 : Schéma du principe de la technique d’extraction par le CO>
supercritique (Pourmortazavi et Hajimirsadeghi, 2007)

1.11- Méthodes d’analyse des huiles essentielles

Les huiles essentielles présentent un grand intérét comme matiére premiere destinée a
différents secteurs d’activités tels que la pharmacie, la cosmétique, la parfumerie et
I’agroalimentaire. Quel que soit le secteur d’activité, ’analyse des huiles essentielles reste une
étape importante (Cavalli, 2002). En effet, ces derniéres doivent répondre a des caractéristiques
bien déterminées. Ces criteres sont définis dans des normes internationales 1SO (International
Organisation for Standardization) ou francaises AFNOR (Association Francaise de
Normalisation), ainsi, sont controlées les propriétés organoleptiques et physiques telles que la
coloration, I’odeur, la réfraction, la solubilité mais également les propriétés chimiques telles que
les indices d’acides et d’esters. La meilleure carte d’identité qualitative et quantitative d’une
huile essentielle reste cependant son profil chromatographique réalisé en chromatographie en
phase gazeuse, méme si d’autres techniques alternatives sont utilisées. En effet, malgré les
importantes innovations instrumentales réalisées ces derniéres années, la détection de tous les
constituants d’une huile essentielle reste une tache extrémement difficile qui nécessite souvent

I’emploi de plusieurs techniques analytiques complémentaires (Fillatre, 2011).
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1.11.1- Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique qui permet de séparer et
d’analyser les molécules organiques d’un mélange complexe. Elle s’applique principalement aux
molécules aisément vaporisables et thermiquement stables. Elle réalise a la fois une analyse
qualitative et quantitative (Arpino et al., 1995). Le chromatographe en phase gazeuse est
constitué de trois modules : un injecteur, une colonne capillaire dans un four et un détecteur
(figure n°10) (Bouchonnet et Libong, 2002).

L’¢échantillon est vaporisé et injecté a haute température en téte de colonne. L’élution est
assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile (hélium, azote, argon ou hydrogéne)
(Skoog et al., 2003). La colonne peut étre de deux types : colonne remplie ou colonne capillaire.
Dans le cas des huiles essentielles, les colonnes capillaires semblent plus adaptées ; elles sont en
métal, en verre ou plus souvent en silice fondue. Les substances traversent la totalité de la
colonne ou est placée la phase stationnaire (Hellal, 2011). Elles sont séparées en fonction de
leur polarité si la phase stationnaire est polaire ou de leur volatilité si cette derniére est apolaire.
Leurs différences de propriétés physicochimiques leur conferent des vitesses d’élution et elles
sont donc séparées en fonction du temps. Dés qu’elles arrivent a I’extrémité de la colonne, elles
sont détectées et enregistrées (Besombes, 2008). Les détecteurs utilisés sont généralement des
détecteurs a ionisation de flamme (FID) ou a conductivité thermique (TCD) (Fillatre, 2011).

Détecteur

Seringue

hermostats

Injecteur
Nanodétendeur

@ @ —‘;\%g\/\r—' —}/V;m—— Enregistreur
g o

VELs Ut
débimetre

] 1
NManométre
[Bouteille de gaz \
comprimé | —
//
Colonne
/,—wvwwwwxw_- Thermostat de colonnne Intégrateur
Four Veniateur pom

Figure n°10 : Schéma du principe de la chromatographie en phase gazeuse (Besombes, 2008)
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1.11.2- Spectrométrie de masse (SM)

Le spectrométre de masse permet I’identification et la quantification des composés.
Il existe de nombreux types de cet appareil, tous ont en commun trois éléments : une source, un
analyseur et un détecteur (figure n°11) (Bouchonnet et al., 1999). La source est la partie ou sont
produits des ions gazeux a partir des molécules introduites. Elle doit étre maintenue a
température élevée (généralement comprise entre 100 et 250°C) pour éviter la condensation des
substances (Pradeau et Cohen, 1992 ; Bouchonnet et Libong, 2002). La technique d’ionisation
principalement utilisée dans 1’analyse des huiles essentielles est I’ionisation €lectronique (IE) qui
permet d’obtenir des spectres de masses caractéristiques de la molécule avec un nombre
important de fragments. L’ionisation chimique (IC), technique d’ionisation plus douce et
complémentaire de I’'[E, est également employée pour accéder a d’autres informations spectrales,
notamment 1’observation du pic moléculaire parfois absent des spectres obtenus en IE (Fillatre,
2011). Les ions produits sont ensuite dirigés vers la partie analytique de I’appareil (Besombes,
2008). Il existe plusieurs analyseurs de masse mais les plus utilisés pour I’analyse des huiles
essentielles sont le « quadripble », le « piége a ion » ou la « trappe ionique » (Belaqgziz, 2007).
L’analyseur a pour role de séparer les ions produits par la source en fonction de leur ration
« masse/charge » (Besombes, 2008). Le faisceau d’ions ayant traversé I’analyseur de masse, est

ensuite détecté et transformé en un signal utilisable (Hellal, 2011).
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Fig. 10.1. Schematic of a mass spectrommeter.

Figure n°11 : Principe de la spectrométrie de masse (Mc Nair et Miller, 1997)

1.11.3- Couplage CPG/SM

Dans le domaine particulier des huiles essentielles, le couplage CPG/SM est aujourd’hui
la technique de référence. En effet, I’association des deux techniques fournit un instrument

d’analyse trés performant (figure n°12) (Longevialle, 1981 ; Constantin, 1996 ; Hellal, 2011).
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L’identification de produits est réalisable pour des quantités de 1’ordre du nanogramme et la
détection par fragmentométrie est possible jusqu’au picogramme. De plus, le couplage permet de
connaitre trés exactement la composition chimique des différents constituants d’un mélange
complexe et la recherche d’éventuelles traces de produits indésirables tels que des pesticides ou

des produits chimiques ajoutés (Renata et al., 2006 ; Baser et Buchbauer, 2010).

La principale difficulté rencontrée lors de ce couplage est la grande différence de
pression. En effet, la spectrométrie de masse requiert un niveau de pression tres bas, alors que la
chromatographie en phase gazeuse se déroule a un niveau de pression plus élevé, ainsi, le
couplage CPG/SM en mode impact électronique (SM-IE) est la technique la plus utilisée dans le
domaine des huiles essentielles (Cavalli, 2002). Le bombardement de substances par un faisceau
d’¢électrons d’énergie de 1’ordre de 70 eV provoque leur ionisation et leur fragmentation.
Les fragments ioniques positifs forment alors le spectre de masse caractéristique du composé.
Les spectres ainsi obtenus sont comparés avec ceux des produits de référence contenus dans des
bibliotheques informatisées contenant plusieurs milliers de spectres (Bouchonnet et Libong,
2002).
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Figure n°12 : Schéma du principe du couplage CPG/SM (Belaqziz, 2007)
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Chapitre 11 Espéces végétales étudiées

11.1- La famille des Cupressacées

La famille des Cupressacées (Cupressaceae) appelée également cupressinées, est une
famille de plantes gymnospermes trés ancienne dont on trouve des traces dans les couches datant
du Jurassique. Elle a été autrefois divisée entre les Cupressacées sensu stricto (un genre avec des
feuilles opposees dans quatre rangs) et les Taxodiacées (feuilles alternées). Elle représente une
des familles les plus vastes et les plus importantes regroupant 142 espéces réparties dans 30
genres (dont 17 sont monotypiques), parmi ces derniers, Cupressus (cypres), Juniperus et Thuya,
sont les plus représentatifs (Achak, 2006 ; Singh, 2006).

La famille des Cupressacées est divisée en 7 sous-familles (Farjon, 2005 ; Singh, 2006):

e Cupressoideae : Thuja, Thujopsis, Chamaecyparis, Fokienia, Calocedrus, Tetraclinis,
Microbiota, Platycladus, Callitropsis, Cupressus, Juniperus ;

e Cunninghamioideae : Cunninghamia ;

e Athrotaxidoideae : Athrotaxis ;

e Taiwanioideae : Taiwania ;

e Sequoioidea : Seqouia, Sequoiadendron, Metasequoia ;

e Taxodioideae : Taxodium, Glyptostrobus, Cryptomeria ;

o Callitroideae : Callitris, Actinostrobus, Neocallitropsis, Widdringtonia, Diselma,

Fitzroya, Austrocedrus, Libocedrus, Pilgerodendron, Papuacedrus.

Les Cupressacées sont des arbres ou arbustes généralement résineux et aromatiques. lls
sont monoiques et rarement dioiques. Leur écorce est fibreuse et sillonnée (lisse ou exfoliante
chez certaines especes de Cupressus et de Juniperus). Leurs feuilles, généralement en forme
d’écaille, sont disposées en spirale ou en paires opposées ou verticillées par 3 a 4. Leurs coénes
sont boisés, coriaces et parfois charnus et ressemblant a des baies (cas du Juniperus), portant un

a plusieurs ovules et parvenant a maturité au bout de 1 a 2 ans (Spencer, 1995 ; Singh, 2006).

Les Cupressacées sont les plus répandus de toutes les familles de coniféres, pouvant se
trouver dans divers habitats et ce, sur tous les continents a I’exception de 1’ Antarctique (Sofiev et
Bergmann, 2012). Tous les genres autres que Juniperus montrent des distributions fortement
relictuelles. La majeure partie de la diversité générique est dans 1’hémisphere sud, mais le plus

grand genre, Juniperus, est principalement nord-tempéré (van Royen, 1979 ; Silba, 1986).
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11.1.1- Le genre Juniperus

Le genre Juniperus appartient & la tribu Junipereae et a la sous-famille Cupressoideae
(Vidakovi¢ et Soljan, 1991). Il comprend approximativement 75 especes d’arbustes ou d’arbres
persistants réparties en 3 sections : Caryocedrus (une seule espece; J. drupaceae Labill.),
Juniperus appelé également Oxycedrus (14 especes) et Sabina (pres de 60 espéces) (Adams,
2014). 11 est trés répandu dans les régions subtropicales et tempérées de 1’hémisphére nord a
I’exception de certaines de ses especes qui s’étendent jusqu’en hémisphére sud notamment en
Afrique du Nord et subsaharienne (PROTA, 2008; Mao et al., 2010). En Algérie, cing especes
indigénes sont énumérees, a savoir, J. communis, J. phoenicea, J. oxycedrus, J. sabina et
J. thurifera (Quezel et Santa, 1963). Ce genre est le plus diversifié de la famille Cupressaceae

et le deuxieme taxon le plus varié en coniferes apres le genre Pinus (Debazac, 1991).

11.1.2- Le genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea L.)
11.1.2.1- Description morphologique
e Allure générale

Juniperus phoenicea est un arbrisseau touffu ou arbuste dressé de 1 a 8 métres, pouvant
cependant atteindre 10 metres de hauteur, monoique, assez rarement dioique a feuillage
persistant et aromatique (Benabid, 2000; Huguette, 2008; Rameau et al., 2008). Il est de forme
pyramidale et d’un port buissonnant arrondi (figure n°13), possédant un tronc ordinairement
gréle et court, atteignant 2 métres de circonférence mais aussi, un systéme racinaire profond, une
¢corce d’un brun rougeatre ou grisatre épaisse et gercurée, des rameaux fins et arrondis portant
des bourgeons nus et des ramilles cylindriques (Le Floc’h, 1983; Ait Youssef, 2006 ; Rameau
et al., 2008).

11.1.2.2- Principales caractéristiques botaniques
e Feuilles
Les feuilles sont toutes ou presque squamiformes (de 0.7 a 1 mm), ovales ou
rhomboidales, obtuses, convexes, sillonnées sur le dos, glanduleuses et de couleur vert foncé
(figure n°14) (Varlet, 1992 ; Jaume Saint-Hilaire ; 2010 ; Chazel et Chazel, 2012). Elles sont
non articulées, groupées par trois et étroitement imbriquées les unes sur les autres sur 4 ou 6

rangées faisant corps avec le rameau (Varlet, 2008).
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e Fleurs

Les fleurs méles et les fleurs femelles sont souvent réunies sur les mémes pieds (rarement
sur des individus differents) (figure n°14). Les premieres forment de tres nombreux petits
chatons ovales ou arrondis, munis d’écailles pédicellées, portés sur de courts pédoncules feuillés
et disposeés latéralement le long des rameaux. Les fleurs femelles sont beaucoup moins
nombreuses, leurs écailles sont épaisses, aigues et disposées sur 4 rangs (Brochant de Villers et
al., 2008). La floraison s’étend de février a avril et finit par produire de fausses baies sphériques

rouge sombre a maturité (Chazel et Chazel, 2012).

e Fruits

Les fruits, improprement qualifiés de baies, sont d’abord de couleur verte virant au brun
rouge luisant & maturité (au bout de 2 ans), de forme globuleuse et charnue, d’un diametre de 7 a
10 mm, a surface irréguliére (figure n°15) (Brochant de Villers et al., 2008 ; Huguette, 2008 ;
Varlet, 2008). Leur chair est ferme, seche, fibreuse, jaune teinté de vert puis de brun, a odeur
forte et contenant de 4 & 9 graines ovales, aux extrémités aigues avec une enveloppe dure
(Seigue, 1985 ; Varlet, 2008). La période de fructaison a lieu de septembre a décembre (Varlet,
2008).

Figure n°13 : Aspect du genévrier de Phénicie
(Achak, 2006)
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Figure n°14 : Fleurs et feuilles de Figure n°15 : Feuilles et fruits de
J. phoenicea (Bouilet, 2007) J. phoenicea (Nedjimi et al., 2015)

11.1.2.3- Taxonomie

Juniperus phoenicea appartient a la famille des Cupressacées, tribu des junipérées et du
genre Juniperus (Teibi, 1992). Deux variétés sont connues pour cette espéce: J. phoenicea var.
phoenicea (les graines des cones sont globuleuses) et J. phoenicea var. turbinata (les graines des
cones sont turbines) (Achak, 2006).

La classification du genévrier de Phénicie est la suivante (Teibi, 1992 ; Adams, 2004) :

Regne : Plantae
Division : Pinophyta
Classe : Pinopsida
Ordre : Pinales
Famille : Cupressaceae
Genre : Juniperus

Espeéce : Juniperus phoenicea

Autres noms : Genévrier rouge, Genévrier de Lycie, Araér (en Arabe), Cade endormi.
Les provengaux 1’appellent « morven » ou genévrier a fruits rouges.
L’étiquette phoenicea vient du latin phoenicus qui signifie rouge éclatant ou rouge pourpre qui

décrit la couleur des baies (Rameau et al., 2008).

11.1.2.4- Habitat

Juniperus phoenicea est une espéce pionniére des climats méso- et thermo-
méditerranéens (Mazzoleni et al., 2004), présente sur les sols rocailleux, dans les rivages, les
pinedes, les maquis, les garrigues calcaires, sur les grandes parois des falaises et sur les sommets

rocheux (Ghrabi, 2001 ; Varlet, 2008 ; Yaniv et Dudai, 2014). Il se caractérise par sa grande
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capacité a se développer et a s’adapter dans des environnements ou les conditions écologiques
sont difficiles (aridité, vent et pression anthropique, par exemple) (Benabid, 2000 ; Aafi, 2003;
Rameau et al., 2008). II est également indifférent au sol, supporte 1’argile, les sables, les sols
leégerement salés, calcaires ou dolomitiques, les marnes ou encore, les sols volcaniques (Seigue,
1985). Il parait se plaire principalement dans les sols meubles et siliceux et il convient tres bien
pour la fixation des dunes (Mathieu, 2008).

L’espéce est généralement associée a Pinus halepensis, Pinus brutia, Quercus ilex, Pistacia
lentiscus, Cistus spp., Olea europaea, Lavandula spp., Artemisia herba-alba et de nombreuses

autres espéces (Yaniv et Dudai, 2014).

11.1.2.5- Répartition géographique
11.1.2.5.1- Dans le monde

Le genévrier de Phénicie est une espece dont [’aire de répartition est
circummeéditerranéenne, il se trouve aussi bien dans certaines régions du littoral que sur les
basses montagnes dont 1’altitude ne dépasse pas 2000 m (Ait Youssef, 2006 ; Gandini, 2006).
Au niveau mondial, il se produit en Europe méridionale (sud de la France, I’est du Portugal,
Espagne), en Asie tempérée et subtropicale (Turquie, Chypre, 1’ouest de 1I’Arabie Saoudite,
Israél, Jordanie), dans 1’océan atlantique (iles Canaries) et en Afrique du nord (Algérie, Maroc,
Tunisie, Lybie et Egypte) (figure n°16) (Seigue, 1985 ; Dakki, 2003 ; Mazur et al., 2003 ;
Achak et al., 2009).

- Zones de couverture

Figure n°16 : Aire de répartition des genévriers du groupe phoenicea en région
méditerranéenne (Quezel et Medail, 2003)
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11.1.2.5.2- En Algérie

Le genévrier rouge occupe une superficie estimée a 227.000 ha, soit 10% de la surface
forestiére algérienne (Louni, 1994). 1l est commun sur I’ensemble du littoral, sur les hauts
plateaux et 1I’Atlas saharien de 1’oranais, de 1’algérois et du constantinois (Ait Youssef, 2006).
Il est assez rare ailleurs, on le trouve surtout sur les dunes littorales, dans les collines, sur les
cotes de Barbarie et il constitue au coté du cedre, la principale couverture végétale dans les
montagnes des Aures, notamment dans le sud de ce massif (régions de Maafa, Beni Fodhala) ou
il occupe une superficie de 1950 ha (Abdessamed, 1981 ; Dakki, 2003, Ait Youssef, 2006).

Il est souvent en mélange avec Pinus halepensis, mais c’est dans 1’ Atlas saharien bordant

le désert, plus particulierement a Djelfa et Bousaada, qu’il trouve sa place en grande extension
(Frank, 1986 ; Louni, 1994).

11.1.2.6- Composition chimique

La majorité des composants chimiques isolés des feuilles et des cones (fruits) de
Juniperus phoenicea (figure 17) sont des huiles volatiles (Angioni et al., 2003 ; Cosentino et
al., 2003 ; El-Sawi et al., 2007). En général, les huiles essentielles des especes Juniperus sont
composees de 85 — 95% de monoterpénes et prés de 0.1 — 12% d’alcools (Angioni et al., 2003).

L’huile essentielle des feuilles de J. phoenicea connait une grande variation chimique,
cependant, un grand nombre de travaux rapporte la prédominance de celle-ci en monoterpénes
hydrocarbonés, avec le a-pinéne comme constituant majeur, suivi des monoterpénes oxygeénes
tels que, o-terpinyl acétate, 6-3-caréne, myrcéne, o-phellandréne et B-phellandrene (Afifi et al.,
1992 ; Rezzi et al., 2001 ; Angioni et al., 2003 ; El-Sawi et al., 2007 ; Ennajar et al., 2009 ;
Mazari et al., 2010). L’huile essenticlle des baies est composée majoritairement de
monoterpenes, suivi des sesquiterpénes, le o-pinene étant le constituant caractéristique.
Camphene, 6-3-carene et trans-verbénol sont également présents a des taux variables (Delitala,
1980 ; Lawrence, 1989 ; Rezzi et al., 2001).

Des etudes phytochimiques ont montré que 1’espéce contient également de la résine, des
acides gras, des tanins, des flavonoides, des alcaloides, des stéerols et triterpenes (Medini et al.,
2013; Alzand et al.,, 2014; El-Sawi et al., 2014) et des glucides, notamment, trois
phenylpropanes glycosides (juniperosides, rosarin et skimmin) et deux dérivés furanones

glucosides (psydrin et phoenicéine) (Aboul-Ela et al., 2005). La présence de phoenicerosides
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(un pseudo dimere des deux furanones précedents) et de dérivés phenylisopropanes a aussi été
démontrée par certaines études (Comte et al., 1996).

Seulement de faibles quantités de dérivés phénoliques sont présentes; il s’agit des Bisflavones
et Lignanes (San Feliciano et al., 1992 ; Comte et al., 1997).

En Egypte, sept nouveaux composants diterpéniques appartenant aux groupes Labdane,

Pimarane et Abietane, ont été extraits des fruits de la plante (EI-Sawi et Motawe, 2008).
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(a) o-pinene ; (b) a-terpinyl acétate ; (c) 3-3-carene ; (d) myrcene ; (e) a-phellandréne ; (f) camphene ;
(9) trans-verbénol.

Figure 17 : Les principaux monoterpénes et sesquiterpénes présents dans les huiles
essentielles de Juniperus phoenicea (Yaniv et Dudai, 2014)

11.1.2.7- Usages

Le genévrier de Phénicie est trés recherché pour son bois de service. Celui-ci est utilisé
pour le chauffage et pour fabriquer du charbon de bois. Les feuilles sont parfois utilisées pour
I’alimentation du bétail (Seigue, 1985 ; Bellakhdar, 1997). Cette espéce est I’une des plus
importantes plantes médicinales du fait qu’elle soit largement employée en médecine
traditionnelle (Bellakhdar, 1997). Les branches feuillées sont exploitées pour la production du
goudron végétal pour traiter certains cas d’eczéma et en inhalation contre I’asthme, bronchite,
maux de téte, étourdissements et pour contréler I’arthrite (Seigue, 1985 ; Derwich et al., 2010).
Les feuilles sont utilisées sous forme de decoction pour soigner diabéte, diarrhée, rhumatisme et
troubles digestifs (Seigue, 1985 ; Bellakhdar, 1997 ; Allali et al., 2008). Le mélange des
feuilles et des cones est employé comme agent oral hypoglycémique (Amer et al., 1994 ;
Mazari et al., 2010). Les feuilles séchées et réduites en poudre peuvent guérir les affections
broncho-pulmonaires et agir comme agent diurétique (Bellakhdar, 1997). Les fruits seches et
réduits en poudre peuvent guérir les ulcérations de la peau et les abcés (Le Floc’h, 1983).
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I1.2- La famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées, anciennement appelée Labiées en raison de la corolle en deux
lévres de ses petites fleurs (Couplan, 2000), est I’'une des familles les plus larges dans le régne
végetal. Elle comprend approximativement 240 genres et 7200 espéces (Harley et al., 2010) qui
sont plus ou moins cosmopolites mais particulierement répandus depuis le bassin méditerranéen
jusqu’en Asie centrale (Judd et al., 2002). Elle est divisée en sept sous-familles : Ajugoideae,
Lamioideae, Nepetoideae, Prostantheroidea, Scutellarioideae, Symphorematoideae et
Viticoideae (Harley et al., 2004).

Les Lamiacées sont des arbustes, sous arbrisseaux ou des plantes herbacées vivaces ou
annuelles, en général odorants, rarement arbres ou lianes, a tiges quadrangulaires et a feuilles
simples sans stipules, opposées-décussées, rarement pinnées. Les fleurs réunies en inflorescences
en cymes axillaires, sont bisexuées et zygomorphes, dotées de calices synsépales plus ou moins
bilabiés et de corolles sympétales, typiquement bilabiées, longuement tubuleuses, avec deux
lobes formant une lévre supérieure et trois lobes formant la levre inférieure. Elles possedent
également quatre étamines ou parfois deux étamines et deux staminodes mais aussi, un ovaire
supére a deux carpelles recoupés par une cloison et comprenant ainsi quatre loges a une graine
chacune (tétrakene) (Benabid, 2000; Simpson, 2006; Le Maout et De Jussieu, 2012).

Un tres grand nombre de genres de la famille Lamiaceae sont riches en huiles
essentielles, ce qui leur confére une importance économique et thérapeutique mais aussi, en
composés phénoliques, tannins, flavonoides, iridoides glycolysés, quinones, coumarines,
terpénoides, saponines et dans certains cas, des pyridines et des alcaloides pyrrolidiniques
(Kuklinski, 2000; Naghibi et al., 2005). Ils sont également tres utilisés dans le domaine
culinaire, de la parfumerie et de la cosmétique. Parmi ceux les plus cités dans la littérature :

Salvia, Mentha, Origanum, Thymus, Rosmarinus, Ocimum et Lavandula (Simpson, 2006).

11.2.1- Le genre Thymus

Le genre Thymus appartient a la tribu Mentheae et a la sous-famille Nepetoideae
(Morales, 2002). Il se divise selon Jalas (1971) en huit sections: Micantes, Mastichina,
Piperella, Teucrioides, Pseudothymbra, Thymus, Hyphodromi et Serpyllum. II représente 1’un
des huit genres les plus importants en ce qui concerne le nombre d’espéces incluses dans la
famille Lamiaceae, regroupant entre 250 et 350 taxons de plantes sauvages (Lawrence et
Tucker, 2002 ; Morales, 2002) répartis dans toutes les régions tempérées de 1’hémisphére nord

mais qui sont particuliérement fréquents dans la region méditerranéenne qui semble étre le centre
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de ce genre (Crespo et al., 1991). Du point de vue taxonomique, Thymus est I’un des genres les
plus complexes en raison de la présence de divers chémotypes concernant les profils d’huiles

essentielles associés a plusieurs de ses especes (Senatore, 1996 ; Napoli et al., 2010).

11.2.2- Le thym commun (Thymus vulgaris L.)
11.2.2.1- Description morphologique

Thymus vulgaris L. est un sous-arbrisseau touffu, vivace et aromatique pouvant atteindre
de 20 a 30 cm de hauteur (figure n°18). Ses tiges sont dressees, ligneuses, rameuses et tortueuses
a la base et ses racines sont assez robustes (Teuscher et al., 2005 ; Bruneton, 2009; Skaria,
2007). Ses branches sont minces, denses, ramifiées, blanchatres et courtement velues (Farrell,
1998 ; Teuscher et al., 2005 ; Bruneton, 2009), portant des feuilles persistantes de couleur vert
grisatre, subsessiles, opposées, oblongues-lancéolées a linéaires et mesurant de 3 a 12 mm de
long et de 0.5 & 3 mm de large. Les marges de leurs limbes sont enroulées sur la face ventrale ce
qui donne aux feuilles une forme générale d’aiguille (Teuscher et al., 2005 ; Bruneton, 2009).
Les fleurs sont de petite taille (4 a 6 mm de long), de couleur blanche a rose, bilabiées,
zygomorphes, regroupées par 2 ou 3 a laisselle des feuilles et rassemblées en glomérules
ovoides (Chazel et Chazel, 2012; Lemoine, 2005; Teuscher et al., 2005 ; Bruneton, 2009).
Le calice est velu, hérissé de poils durs, vert, souvent avec des taches violettes, en forme de tube
ventru a la base, mesurant de 3 & 4 mm de long. 1l est formé de 5 sépales soudes en 2 levres
inégales, celle du haut étant tridentée et celle du bas bilobée, ciliée et arquée (Tiwari et Tandon,
2004 ; Teuscher et al., 2005 ; Bruneton, 2009). La corolle est bilabiée, blanchatre a violet pale
et de taille variable (Furmanowa et Olszowska, 1992 ; Teuscher et al., 2005 ; Bruneton,
2009). Le fruit est un tétrakene brun clair a brun foncé qui renferme & maturité 4 minuscules
graines (1 mm) (Teuscher et al., 2005 ; Bruneton, 2009). La période de floraison de I’espéce a

lieu de mai a ao(t (Hoffman, 2003).

Figure n°18 : Aspect morphologique de Thymus vulgaris L.
(Fayad et al., 2013).
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11.2.2.2- Taxonomie

La situation botanique de I’espéce Thymus vulgaris L. est donnée ci-dessous (Goetz et
Ghédira, 2012):
Régne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Thymus
Espece : Thymus vulgaris L.

Noms vernaculaires : Thym vulgaire, thym des jardins, farigoule, frigoule, barigoule, thym

commun, thym cultivé et saatar ou zaatar (en arabe == ou e )) (Teuscher et al., 2005).

11.2.2.3- Habitat

Thymus vulgaris est une plante typique des garrigues, qui s’accommode particuliérement
des zones calcaires et rocailleuses, ne dépassant pas 2500 m d’altitude (Pitman, 2004; Polese,
2006). Elle préfere les sols légers, permeables, secs ou bien drainés, légerement alcalins,
constamment ensoleillés et quelque peu riches en matiéres organiques et en éléments minéraux
fertilisants (Rey, 1990; Small et Deutsch, 2001; Peter, 2004). Elle ne survit pas longtemps dans
un sol lourd et détrempé. Sa croissance tolére un pH allant de 4.5 a 8.0 et est possible dans
n’importe quel climat ayant une température annuelle moyenne de 7 a 20°C (Small et Deutsch,
2001; Peter, 2004).

11.2.2.4- Répartition géographique
11.2.2.4.1- Dans le monde

Le thym est réparti entre 1’Europe, 1’Asie de 1’ouest et la méditerranée (Mabberley,
1997) (figure n°19). Il est trés répandu dans le nord ouest africain (Maroc, Tunisie, Algeérie et
Libye), les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud ouest en passant par la péninsule du Sinai
en Egypte. Il se trouve également en région Macaronésienne (iles Canaries, Madeére et les

Acores) et en Himalaya. Il peut méme atteindre les limites de la région tropicale et du Japon.
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Dans le nord, il pousse en Sibérie, en Europe nordique jusqu’aux bords du Groenland (Morales,

1997).

Figure n°19 : Distribution géographique du thym dans le monde (Morales, 1997).

La région de I’ouest méditerranéen est considérée comme étant le centre de 1’origine du
genre Thymus ; I’espece T. vulgaris provient particuliérement du sud de I’Europe, de 1’Espagne
a I’Italie (Morales, 1997; Peter, 2004). Le thym est maintenant tres cultivé au Portugal, France,
Allemagne, Espagne, Italie, Algérie, Maroc, Tunisie, Egypte, Turquie, Chine, Russie, Angleterre
et les Etats-Unis d’Amérique (Wilson, 2002; Raghavan, 2006).

11.2.2.4.2- En Algérie

Le thym est représenté par plus de 300 especes a travers le monde dont 12 sont localisées
en Algérie et 9 d’entre elles sont endémiques (Quezel et Santa, 1962). Ces especes sont

réparties le long du territoire national, du Nord algérois a 1’Atlas saharien, et du constantinois a

I’oranais (Kabouche et al., 2005).

11.2.2.5- Composition chimique

Thymus vulgaris renferme une huile volatile de couleur péle, jaune ou rouge, avec une
odeur riche, douce, herbacée et aromatique et un goQt persistant, corsé et épicé (Farrell, 1998).
L’huile est composée d’une quantité trés variable en phénols (20 — 80%) (Diaz-Maroto et al.,
2005) ; thymol (30 — 70%) et carvacrol (3 — 15%) en sont les majeurs constituants (Kuhn et
Winston, 2008). Elle contient également des alcools tels que linalool (4 — 6.5%) et a-terpinéol
(7.8 — 8.9%) (Skaria, 2007; Goetz et Ghédira, 2012), des monoterpénes hydrocarbonés tels que

p-cyméne (15 — 20%) et y-terpinene (5 — 10%). Ces deux derniers sont les précurseurs
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biogénétiques du thymol et du carvacrol. D’autres monoterpeénes sont ¢galement présents mais
en faible quantité (0.5 — 1.5%) comme bornéol, camphre, limonéne, myrcene, B-pinene, trans-
sabinene hydrate et terpinene-4-ol (Peter, 2004). Les sesquiterpenes hydrocarbonés ne sont pas
trés importants dans I’huile, seul B-caryophylléne est quantitativement significatif (1 — 3%)
(Peter, 2004; Wichtl, 2004). Certains constituants comme le thymol, le carvacrol et le
p-cymeéne apparaissent en partie sous forme de glucosides ou de galactosides (Kitajima et al.,
2004; Takeuchi et al., 2004).

L’espéce comprend également des tanins, saponines, flavonoides (lutéoline, apigénine et
leurs glycosides, quercitine, naringénine, eriodictyol, cirsilinéol, salvigénine, cirsimaritine,
thymonine, thymusine, taxifoline, genkwanine, sakuranétine et vicénine-2), des acides
phénoliques (acide caféique, rosmarinique, labiatique et chlorogénique), des acides terpéniques
(acide ursolique et oléanolique) (Furmanowa et Olszowska, 1992; Singh, 2011; Goetz et
Ghédira, 2012) mais aussi, de I’hydroxyjasmone glucoside (Kitajima et al., 2004), des
acetophénone glycosides (Wang et al., 1999) et des polysaccharides (Chun et al., 2001).

T. vulgaris est une espece trés connue pour son polymorphisme chimique. Elle est
représentée par au moins sept chémotypes différents, définis en fonction du constituant principal
de son huile essentielle (figure n°20) (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2013). Deux ont une
structure phénolique : thymol et carvacrol et cing ont une structure non phénolique : géraniol,
a-terpinéol, thuyanol-4, linalool et 1,8-cinéole (Stahl-Biskup et Séez, 2002; Bensouilah et
Buck, 2006). Cette variabilité chimique dépend de plusieurs facteurs qui sont généralement
d’ordres climatiques et environnementaux mais qui peuvent aussi €tre d’ordres génétiques et

saisonniers (stade végétale) (Loziene et al., 2007).
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Figure n°20 : Les différents chémotypes de Thymus vulgaris L.
(Furmanowa et Olszowska, 1992)
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11.2.2.6- Usages

Thymus vulgaris est une des plantes aromatiques les plus populaires utilisées dans le
monde entier. Ces applications sont trés vastes et touchent particulierement le domaine
alimentaire et celui de la médecine traditionnelle (Adwan et al., 2006). Son huile essentielle est
exploitée en aromathérapie et dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques
(Tisserand, 2014).

Le thym est consommé en tisane, condiment ou épice (Stahl-Biskup et Saez, 2002). En

raison de ses nombreuses propriétés ethnomédicinales, il est utilise comme stimulant,
antiseptique, sédatif, stomachique, antitussive, antispasmodique, antimicrobien, antioxydant,
anti-inflammatoire, antiviral, carminatif, expectorant, athelminthique, diaphorétique et diurétique
(Johnson, 1998; Razzaghi-Abyaneh et Rai, 2013).
En usage interne, les parties aériennes sont utilisées en décoction ou en infusion dans le
traitement de la dyspepsie et autres troubles gastro-intestinaux, de la toux, des irritations de
I’appareil respiratoire et des rhumes mais aussi, des infections des voies urinaires (Hashim et
Gamil, 1988; Polese, 2006). En usage externe, elles traitent les affections liées a 1’inflammation
telles que les rhumatismes, les gonflements musculaires, les piqlres d’insectes et les douleurs
(Namsa et al., 2009). Elles peuvent s’employer en gargarismes, inhalations, bains de bouche et
comme additif de bain pour stimuler la circulation sanguine soulageant de ce fait, la dépression
nerveuse (Ozcan et Chalchat, 2004; Polese, 2006).

L’huile essentielle de Thymus vulgaris entre dans les formulations de divers produits
pharmaceutiques comme les pommades antiseptiques et cicatrisantes, les émulsions, les
cataplasmes et les liniments, ainsi que, les gouttes, les sirops, les élixirs ou les gélules pour le
traitement des affections des voies respiratoires ainsi que des préparations pour inhalation
(Zarzuelo et Crespo, 2002; Tiwari et Tandon, 2004).
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Chapitre I11 Activités biologiques des huiles essentielles

I11- Introduction

Il est connu depuis I’antiquité que les huiles essentielles présentent des propriétés
médicinales nombreuses et variées telles que, les propriétés antiseptiques, antimicrobiennes,
antitoxiques, antivenimeuses, anti-oxydantes, antiparasitaires, diurétiques...etc. Récemment, on

leur reconnait des propriétés anticancéreuses (Valero et Salmerdn, 2003 ; Bakkali et al., 2008).

L’activité biologique d’une huile essentielle est & mettre en relation avec sa composition
chimique et en particulier, avec les groupements fonctionnels des composés majoritaires : les
phénols (thymol, carvacrol, eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinen-4-ol, linalol), les
aldéhydes et les composeés terpéniques et cétoniques (Dorman et Deans, 2000). Les composes
minoritaires jouent aussi un réle important en renforcant les effets des composés principaux
(Bassolé et Juliani, 2012). L’efficacité d’une huile essentielle dépend ainsi de sa richesse en
composés phytochimiques ; plus elle est riche en substances actives, plus son activité est
importante (Zhiri, 2006).

I11.1- Activité antimicrobienne

111.1.1- Infections nosocomiales

Une infection est par définition, la pénétration dans 1’organisme d’un agent étranger
(bactérie, virus, champignon, parasite) capable de s’y multiplier et d’y induire des Iésions
pathologiques (Delamare, 1999). L’infection est dite nosocomiale si elle apparait au cours ou a
la suite d’une hospitalisation et si elle était absente a 1’admission a I’hdpital (ou plus

généralement dans un lieu de soins), ce critére est applicable a toute infection (Denis, 2002).

Lorsque la situation précise n’est pas connue a 1’admission, un délai d’au moins 48
heures aprés 1’admission (ou un délai supérieur a la période d’incubation lorsque celle-Ci est
connue) est communément accepté pour distinguer une infection d’acquisition nosocomiale
d’une infection communautaire. Toutefois, il est recommandé d’apprécier, dans chaque cas
douteux, la plausibilité du lien causal entre hospitalisation et infection (Denis, 2002). Pour les
infections du site opératoire, on considere comme nosocomiales les infections survenues dans les
30 jours suivant I’intervention, ou celles survenues dans les 90 jours en cas d’infection virale ou

encore, celles survenues dans les 365 jours s’il y a mise en place d’une prothése ou d’un implant
(Denis, 2002; POPI, 2003).

Les infections nosocomiales les plus fréquemment rencontrées sont les infections

urinaires (44%), des voies respiratoires (20%), du site opératoire (15%), cutanées (11%), les
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bactériémies (6%) et les infections sur cathéter vasculaire (4%) (Jarlier, 2004; Le Loir et
Gantier, 2009).

111.1.1.1- Agents pathogenes

Les germes incriminés sont non seulement les pathogénes classiques mais aussi les
germes opportunistes possedant a priori un faible potentiel pathogene qui dans certaines
conditions notamment un état fragilisé du patient, induisent des conséquences cliniques majeurs
(Wenzel, 1997). Les principaux germes responsables des infections nosocomiales sont les
bactéries, représentant la cause dans environ 90% des cas (Stobo et al., 1996). Il s’agit plus
particulierement des bacilles Gram négatif (60%) dont Escherichia coli (25%) et Pseudomonas
aeruginosa (11%) et des cocci Gram positif (30%) dont Staphylococcus aureus (15%) et
Enterococcus spp. (8%). Les espéces bactériennes suscitées représentent 56% des germes isolés
des infections nosocomiales (Alfandari, 1997 ; Astagneau, 1998; Berrebi, 2009). Les bacilles
Gram positif, les cocci Gram négatif, les germes anaérobies et les mycobactéries peuvent

¢galement contribuer dans I’apparition des infections hospitaliéres (Kadi et al., 1995).

Les bactéries ne sont pas les seuls agents responsables, les champignons notamment,
Aspergillus spp., Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Cryptosporidium, les virus tels
que ceux de I’hépatite B et C, du HIV, d’Ebola, d’influenza, de I’herpés et de la varicelle, les
virus respiratoires syncytials (VRS), les rotavirus, les entérovirus et les cytomégalovirus mais
aussi, les parasites tels que Giardia lamblia et Sarcoptes scabies, peuvent également étre des

agents de transmission des infections nosocomiales (WHO, 2002).

111.1.1.2- Modes de transmission
111.1.1.2.1- Voie endogéne

Les infections nosocomiales sont endogenes lorsque le malade s’infecte avec ses propres
germes a la faveur de certains soins invasifs (actes chirurgicaux, sondage urinaire, pose et
manipulation d’un cathéter, respiration artificielle...etc) et/ou en raison d’une fragilité
particuliére. On parle aussi d’auto-infections (Hocquet-Berg et Py, 2006; Hureau, 1999). Les
portes d’entrée sont les 1ésions des muqueuses et les 1ésions cutanées. Les germes a potentiel
infectieux sont les bactéries de la peau, de la surface des muqueuses et les germes intestinaux

disséminés sur les téguments (Hygis, 1998).
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111.1.1.2.2- Voie exogéne
e Hétéro-infection

L’agent infectieux est transmis d’un malade a ’autre provoquant une infection dite
croisée ou hétéro-infection. Il est rarement transmis par contact direct ou par voie aérienne.
Le plus souvent, I’infection est manuportée ou transmise par le matériel d’exploration ou de
soins. C’est le mode de contamination majeur lors de nombreuses épidémies et probablement le
plus sensible aux mesures prophylactiques traditionnelles (hygiene des mains, procédures de

désinfection et de stérilisation, sécurité de I’environnement) (Hygis, 1998).

e Xéno-infection

C’est une infection qui sévit sous forme endémique ou épidémique dans la population
extrahospitaliere. Les agents infectieux sont importés a I’hdpital par le malade, le personnel
soignant, les visiteurs qui en sont atteints ou qui sont en phase d’incubation. Ils se transmettent
par voie aérienne, par contact direct ou indirect et trouvent a I’hdpital des victimes
particulierement réceptives et des conditions de transmission facilitées (Berche et al., 1991;
Hygis, 1998).

e Exo-infection

Cette infection est liée a des avaries techniques (stérilisation inefficace, filtre a air non
stérile, eau polluée). Les matériaux a usage paramédical ou domestique sont utilisés aupres des
malades ; ils sont susceptibles d’étre contaminés et peuvent ainsi provoquer des infections

nosocomiales souvent épidémiques (Berche et al., 1991).

111.1.1.2.3- Patient réceptif

Certaines pathologies entrainent une légére immunodépression, les malades a risque
sont : les brdlés, les grabataires avec des escarres étendues, les polytraumatisés et les porteurs de
dispositifs invasifs (assistance respiratoire, sonde urinaire, cathéters divers), les insuffisants

respiratoires, les personnes agees et surtout les nouveaux nés prématurés (Berche et al., 1991).

I11.1.2- Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques naturelles produites par des bactéries du
sol et certains champignons, dont I’activité se manifeste a tres faibles doses et d’une maniére

spécifique, par I’inhibition de certains processus vitaux, a I’égard d’autres microorganismes

(Nauciel et Vildé, 2005).

39



Chapitre I11 Activités biologiques des huiles essentielles

Le terme « antibiotique » a été restreint aux molécules antibactériennes qui agissent soit

en bloquant la prolifération des bactéries (molécules bactériostatiques), soit en les détruisant
(molécules bactéricides ou bactériolytiques) (Clos, 2012). Les antibiotiques peuvent également
étre obtenus par synthése chimique totale ou partielle (Demoré et al., 2012).
Par les différents modes d’action qu’ils possédent, les antibiotiques peuvent agir sur : la synthese
du peptidoglycane et donc sur la paroi cellulaire (B-lactamines, glycopeptides, fosfomycine), les
membranes (polymyxines), la synthese protéique (macrolides et apparentés, aminosides,
phénicolés, tétracyclines), la synthése des acides nucléiques (quinolones, rifamycines,
nitroimidazolés) et le métabolisme intermédiaire (sulfamides, triméthoprime) (Demoré et al.,
2012).

I11.1.3- La résistance bactérienne aux antibiotiques

Une souche est dite résistante lorsque la concentration d’antibiotique qu’elle est capable
de supporter est notablement plus élevée que la concentration in vivo (Garnier et Jarlier, 1996).
Certaines bactéries sont résistantes a des antibiotiques de maniére innée. On parle de résistance
naturelle ou intrinseque. Celle-ci est propre aux souches d’une méme espece bactérienne. Elle est
due a la présence de genes chromosomiques communs a toutes les souches et est stable et
transmissible a la descendance. Elle détermine les phénotypes sauvages des espéces bactériennes

vis-a-vis des antibiotiques (Mainardi et al., 1996; Opal et al., 2000).

La résistance naturelle repose en général sur I’inaccessibilité de 1’antibiotique a la cible
due a des particularités structurales que peut présenter I’espeéce bactérienne visée ou, sur
I’absence de la cible au sein de I’espéce. C’est le cas des bacilles Gram négatifs, notamment, les
entérobactéries et I’espéce Pseudomonas aeruginosa, qui présentent une faible perméabilité aux
antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevée (macrolides) ou encore, des
mycoplasmes, bactéries dépourvues de paroi et résistantes aux béta-lactames dont le mode
d’action consiste a inhiber la synthése du peptidoglycane (Chaslus-Dancla et al., 2002;
Normak et Normak, 2002). Certaines bactéries peuvent produire des enzymes capables de
détruire des antibiotiques. C’est le cas de certaines entérobactéries (Klebsiella spp., Enterobacter
spp., Escherichia spp., Morganella spp., Citrobacter spp., Serratia spp.,...etc) qui produisent

naturellement des béta-lactamases (Livermore, 1995).

A P’opposé de la résistance naturelle, la résistance acquise désigne I’acquisition, suite a
I’emploi d’antibiotiques, d’une résistance pour une souche originellement sensible. Elle ne

concerne que quelques souches d’une méme espéce mais peut s’étendre a d’autres bactéries
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(Calcagno et Lacroix, 2011). Cette résistance peut provenir par une mutation chromosomique
(soit dans un géne de régulation, de production d’enzymes par exemple, soit dans un gene de
structure d’une enzyme) (Mainardi et al., 1996) ou par I’acquisition de matériel génétique
étranger par le biais de plasmides, de bactériophages ou de transposons (Davies, 1997). On parle
de transfert horizontal de genes de résistance et les mécanismes utilisés sont la conjugaison
(transfert de plasmide d’une bactérie a une autre qui peut étre d’espéce différente), la
transduction (avec un bactériophage comme vecteur) et la transformation (capture d’ADN par la

bactérie) (Baudry et Brezellec, 2006).

L’émergence des bactéries résistantes a un ou plusieurs antibiotiques (BMR : bactéries
multirésistantes) n’est pas un phénomeéne nouveau. De plus, la fréquence de leur apparition est
en augmentation (Arias et Murray, 2012; Coates, 2012). Celle-ci est le plus souvent
conditionnée par une utilisation accrue et répétée des antibiotiques, ce qui génére une pression de
sélection de ces molécules tendant a favoriser les mutations et les échanges plasmidiques
entrainant ainsi, la survie des bactéries résistantes. De plus, l'utilisation inappropriée et
incontrdlée des antibiotiques, y compris lI'administration de doses sous-optimales, une durée de
traitement insuffisante et un mauvais diagnostic conduisant a un choix inapproprié du

médicament peuvent contribuer a I’amplification de la résistance (WHO, 2002).

Ce phénomene de multirésistance peut concerner les infections communautaires mais se
concentre surtout sur les infections nosocomiales, les BMR étant mises en cause dans 20 a 30%
des cas (CCLIN, 2007; Le Loir et Gantier, 2009), ce qui constitue un réel probleme de santé
publique de par leur impact sur la morbidité et la mortalité des patients infectés, sur la
thérapeutique (limitation des molécules efficaces) et sur le colt de prise en charge (durée
d’hospitalisation, examens de laboratoire et antibiotiques) (Zohoun et al., 2010). Toutefois,
d’autres agents antimicrobiens peuvent étre utilisés comme une alternative aux antibiotiques,
c’est le cas des substances d’origine végétale dont, les huiles essentielles qui représentent une
source prometteuse (Janssen et al., 1987 ; Kalemba et Kunicka, 2003). D’excellents résultats
ont d’ailleurs pu étre obtenus contre les BMR telles que Staphylococcus aureus qui est résistante
a la méthicilline (Warnke et al., 2009 ; Fadli et al., 2011).

I11.1.4- Les huiles essentielles comme agents antibactériens

Les huiles essentielles agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui
développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile

essentielle a I’autre et d’une souche bactérienne a I’autre (Kalemba et Kunicka, 2003).
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Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les bactéries
Gram négatives. Toutefois, ces derniéres paraissent moins sensibles a leur action que les
bactéries Gram positives. Ceci est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire (Burt,
2004). Il existe cependant quelques exceptions. En effet, Aeromonas hydrophila (Wan et al.,
1998) et Campylobacter jejuni (Wannissorn et al., 2005) ont été décrites comme parti-
culierement sensibles a 1’action des huiles essentielles. La bactérie Gram négative reconnue
comme la moins sensible a leurs effets reste néanmoins Pseudomonas aeruginosa (Dorman et
Deans, 2000).

Concernant les bactéries Gram positives, les huiles essentielles telles que celles de
Corydothymus capitatus et de Thymus vulgaris thymoliferum témoignent d’une activité
antibactérienne intéressante. En effet, Listeria monocytogenes, souche hautement pathogéne,
présente une sensibilité élevée a ces deux huiles (Bouhdid et al., 2006).

La croissance des bactéries résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre

inhibée par certaines huiles essentielles. Les huiles d’agrumes, de lavande, de menthe, de
genévrier, de I’arbre a thé, de thym et d’eucalyptus se révelent particulierement efficaces contre
les staphylocoques dorés résistants a la méthicilline (SARM) (May et al., 2000 ; Tohidpour et
al., 2010) et les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) (Fisher et Phillips, 2009).
Des travaux antérieurs sur 1’huile essentielle de Thymus vulgaris ont montré qu’elle possédait un
effet inhibiteur considérable sur les BMR telles que P. aeruginosa (souche résistante a 19
antibiotiques) (Nascimento et al., 2000), la souche Enterococcus faecium isolée des urines
(résistante a 8 antibiotiques) et des ulcéres (résistante a 9 antibiotiques) (Sienkiewicz, 2012)
mais aussi, E. coli, Salmonella typhi, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, S. epidermidis et
Bacillus subtilis (Bozin et al., 2006). De méme, celle de Juniperus phoenicea a été rapportée
comme étant active contre un large spectre de bactéries dont certaines BMR telles que :
S. aureus, B. subtilis, B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Listeria
monocytogenes (Ennajar et al., 2010).

La nature antibacterienne des huiles essentielles est principalement due a leur fort
contenu en composés phénoliques, a savoir, le thymol, I’eugénol et le carvacrol. Ce dernier est le
plus actif de tous (Pauli, 2001 ; Zhiri, 2006 ; Kaloustian et al., 2008), suivi des monoterpénols
(géraniol, menthol, linalool, thujanol, myrcénol, pipéritol et terpinéol), des aldéhydes (néral et
géranial) et des monoterpénes (a-pinéne, B-pinene, p-cymeéne et y-terpinéne...etc) (Daferera et
al., 2000 ; Baranauskiene et al., 2003 ; Burt, 2004 ; Zhiri, 2006).

42



Chapitre I11 Activités biologiques des huiles essentielles

111.1.4.1- Mode d’action

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas clairement
élucidé (Burt, 2004). Compte-tenu de la variabilité quantitative et qualitative des composants
des huiles essentielles, il est probable que leur activité antibactérienne ne soit pas attribuable a un
mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Bajpai et Kang, 2010).
La principale caractéristique des huiles essentielles est attribuée a I’hydrophobicité de certains de
leurs composants qui leur permet de traverser facilement la bicouche phospholipidique de la
membrane cellulaire en provoquant une déstabilisation de sa structure et en augmentant sa
perméabilité (Souza et al., 2006). Ces modifications entrainent des pertes anormales d’ions et de
composés intracellulaires et la coagulation du contenu protéique des cellules (Davidson et
Parish, 1989 ; Ultee et al., 2002). Les principales localisations des sites d’action des

constituants des huiles essentielles sont indiquées ci-dessous (figure n°21).
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Figure n°21 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule
bactérienne (Burt. 2004)

Bien qu’une certaine proportion de fuite de cellules bactériennes puisse €tre tolérée sans

perte de viabilité, une plus grande perte du contenu cellulaire ou la sortie de molecules
essentielles et d’ions peut conduire a la mort cellulaire (Denyer et Hugo, 1991).
Certains composés phénoliques des huiles essentielles peuvent altérer des systemes
enzymatiques dont, ceux impliqués dans la production de 1’énergie cellulaire et la synthése des
composants structurels ou encore, perturber la fonctionnalité du matériel génétique (Davidson,
2001 ; Pavel et al., 2009).
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Le mode d’action des huiles essentielles dépend du type de microorganismes.
En général, les bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram positives
grace a la structure de leur membrane externe. En effet, cette derniére est riche en lipo-
polysaccharides (LPS), ce qui la rend plus hydrophile, empéchant ainsi les composés

hydrophobes des huiles essenticlles d’y adhérer (Cristiani et al., 2007).

I11.1.5- Les huiles essentielles comme agents antifongiques

Le pouvoir des huiles essentielles exercé contre les moisissures allergisantes, les
dermaphytes et les champignons pathogenes et opportunistes, a été mis en évidence par de
nombreux travaux (Duarte et al., 2005; Ouraini et al., 2005). Les huiles essentielles des
plantes aromatiques les plus étudiées appartiennent a la famille des Lamiacées et des Astéracées.
Toutefois, d’autres familles telles que les Rutacées, les Myrtacées, les Lauracées, les
Verbénacées, les Cupressacées, les Liliacées, les Apiacées, les Taxodiacées, les Chénopodiacées,
les Théacées et les Géraniacées sont €galement rapportées dans la littérature pour 1’activité

antifongique de leurs huiles essentielles (Voda et al., 2004 ; D’ Auria et al., 2005).

Les champignons sont généralement plus sensibles a I’action des huiles essentielles que
les bactéries (Cox et al., 2000). Parmi ces huiles, celles de Thymus citriodorus et Cymbopogon
citratus se révelent étre trés efficaces pour inhiber des levures telles que, Candida albicans,
Rhodotorula glutinis, Schizosaccharomyces pombe, Sacharomyces cerevisiae et Yarrowia
lypolitica (Sacchetti et al., 2005). Celle de Citrus (d’orange douce, de citron, de mandarine et de
pamplemousse) a une activité antifongique contre Penicillium chrysogenum, P. verrucosum,
Aspergillus niger et A. flavus (Sharma et Tripathi, 2006 ; Viuda-Martos et al., 2008).
Concernant les espéces choisies pour notre étude, il a été démontré que I’huile essentielle de
Thymus vulgaris pouvait inhiber la croissance d’un certain nombre de souches fongiques dont
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus, Saprolegnia et Zygorhynchus. Cette
méme huile pouvait potentialiser 1’effet antifongique de 1’amphotéricine B vis-a-vis de
C. albicans (Giordani et al., 2004 ; Pina-Vaz et al., 2004). L’huile essentielle de Juniperus
phoenicea se révele étre quant a elle, trés efficace contre Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium
oxysporum, Maccrophomina phasioli, Botryties allii, Trichoderma veridus, Saccharomyces
cerevisiae, S. chevallii, Candida albicans, C. pseudotropicalis, C. carlspergensis, Rhodotorula
minuta et Geotrichum candidum (EI-Sawi et al., 2007 ; Bouzouita et al., 2008; Mazari et al.,
2010).
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L’activité fongistatique des composés aromatiques est liée a la présence de phénols
(eugenol, thymol, isoeugénol, p-n-propylphénol et chavicol 4-allyl-2-6-diméthoxyphénol) qui
sont les plus actifs, suivi des alcools, des aldéhydes (cinnamique et hydrocinnamique), des
lactones sesquiterpéniques, des cétones, des éthers et des hydrocarbures. (Ultee et al., 2002 ;
Zhiri, 2006). Des études ont montré que la présence de groupements alkyls dans le noyau
benzénique des phénols augmente le caractére antifongique (Kurita et al., 1981; Koci¢-
Tanackov et Dimi¢, 2013).

111.1.5.1- Mode d’action

En général, les huiles essentielles agissent sur la biomasse et la production du
pseudomycélium chez les levures et inhibent la germination des spores, 1’élongation du
mycélium et la toxicogénese chez les moisissures (Hulin et al., 1998). L’activité antifongique
des huiles essentielles peut se faire selon deux mécanismes différents ; certains constituants
peuvent provoquer une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie de sa
rupture entrainant ainsi, une fuite des électrolytes et 1’épuisement des acides aminés et des
sucres, d’autres peuvent s’insérer dans les lipides membranaires et par conséquent, induire la

perte des fonctions membranaires (Suppakul et al., 2003).

111.2- Activité antioxydante

111.2.1- Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les systemes prooxydants et antioxydants en
faveur des premiers (Sies, 1991). Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux
libres sont produits en permanence en faible quantité afin de servir d’intermédiaires de processus
physiologiques tels que le fonctionnement de certaines enzymes, la transduction de signaux
cellulaires, la défense immunitaire contre les agents pathogenes, la destruction par apoptose des
cellules tumorales, la différenciation cellulaire, la régulation de la dilatation capillaire, le
fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, la fécondation de
I’ovule ou encore, la régulation des génes, phénoméne appelé contrdle redox des geénes (Favier,
2003).

La production physiologique des radicaux libres est parfaitement maitrisée par des
systtmes de défense antioxydants, d’ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux
présents. Cependant, dans des conditions pathologiques ou provoquées par des facteurs
exogenes, une surproduction de ces composés est possible (Valko et al., 2007). Par conséquent,

les systemes de défense sont surmenés et ne suffisent plus a neutraliser cet exces de production.

45



Chapitre I11 Activités biologiques des huiles essentielles

D’autant plus, s’il y a une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants suite a une
inactivation directe ou par défaut de synthése (Campbell et al., 2004; Kirschvink et al., 2008).
On parle alors de stress oxydatif. Celui-ci est bien souvent a 1’origine des lésions directes de
molécules biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides et des glucides) mais
aussi, des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de 1I’oxydation des lipides (Favier, 2003 ; Baudin, 2006). Il est impliqué dans le
développement de plus d’une centaine de pathologies humaines différentes (Pincemail et al.,
2002) allant de I’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires,
cardiovasculaires, neurodégénératives, le diabéte, les rhumatismes et le vieillissement prématuré
de la peau (Roberts et Sindhu, 2009).

111.2.2- Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, neutre ou chargée,
caractérisée par un ou plusieurs électrons libres dits « célibataires » sur son orbitale externe
(Halliwell, 1993; Lehucher-Michel et al., 2001). Cet état lui confére une instabilité énergétique
et cinétique et une treés grande réactivité ; sa durée de demi-vie étant extrémement courte (de
’ordre de 10® & 10° secondes), ce qui le pousse a réagir trés rapidement avec d’autres
composants, cherchant a rapparier son ou ses électrons célibataires pour acquérir la stabilité.
Les molécules attaquées deviennent a leur tour des radicaux libres, initiant de cette fagcon un

processus de réaction en chaine (Halliwell, 1993; Dacosta, 2003; Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer celles dites « primaires », qui dérivent directement de 1’oxygéne et qui
jouent un role particulier en physiologie, de celles dites « secondaires ». Ces derniéres se forment
par réaction des radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Novelli, 1997).
L’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives
oxygénées (ERO). Cette appellation n’est pas restrictive ; elle inclut les radicaux libres de
I’oxygéne proprement dit tels que le radical superoxyde (O2"), le radical hydroxyle (OH") et le
monoxyde d’azote (NO") mais aussi, certains dérivés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
plus importante tels que 1’oxygéne singulet (102), le peroxyde d’hydrogéne (H.02) et le
peroxynitrite (ONOO") (figure n°22) (Favier, 2003; Halliwell et Whiteman, 2004).

46



Chapitre I11 Activités biologiques des huiles essentielles

I usvasdee LW oxydases
0; e 0,
T
Orygdne singnled ’__a""i (Frypéne Supernxyde ,."'l.ll eraxyde o fydrogénes
_.1¢:.-..,_i,n.______w_i___,,-“‘f i;}ﬁ:f:';];‘bflm‘ﬁ dismutases III,."' myéloperoxidase
mitochoadrie J CI-
b
MW" L8 P HOC)
Morexyde d'azore Ampian superaxyde
OO = | OOH"
Peraex yriirile Ruedical hydrocyle
"\.__ /
E
MNitration des Activation Oxcydatiomn Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipicligue 1" AN
de kinases
Figure n°22 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéeces réactives de
I’oxygéne impliqués en biologie (Favier, 2003)

111.2.3- Les antioxydants

Un antioxydant désigne toute substance capable, a concentration relativement faible,
d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher
I’oxydation de ces derniers (Berger, 2006). Les cellules utilisent de nombreuses stratégies
antioxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contrdler leurs niveaux d’especes
réactives de I’oxygeéne. La nature des systemes antioxydants différe selon les tissus et les types
cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses
antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systemes enzymatiques et systémes non

enzymatiques (Goudable et Favier, 1997).

111.2.3.1- Systéemes enzymatiques

Il s’agit principalement de trois enzymes : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la
cascade radicalaire au niveau du superoxyde (O2") et du peroxyde d’hydrogéne (H20),
conduisant finalement a la formation de I’eau et de I’oxygéne moléculaire (Lehucher-Michel et

al., 2001).
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111.2.3.2- Systéemes non enzymatiques

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances endogénes
parmi lesquelles on peut citer le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, les hormones sexuelles
(cestrogénes), la mélanine, la mélatonine, 1’acide lipoique et le coenzyme Q (Favier, 2003;
Durand et Beaudeux, 2011). De tous ces composés endogenes synthétisés par les cellules, le
plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire) qui
protége non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre les peroxydes ou le
monoxyde d’azote (NO") (Favier, 2003).

D’autres substances exogenes apportées par 1’alimentation, telles que les vitamines E
(tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en piégeant les
radicaux et en neutralisant 1’¢lectron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions
stables (Pincemail et al., 2002 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006). La vitamine piégeuse devient a
son tour un radical qui sera détruit ou régénéré par un autre systeme (Pincemail et al., 2002).
D’autres composés tels que les huiles essentielles, les alcaloides, les polyphénols, les phyrates et
les flavonoides (Bruneton, 1999; Charles, 2012), apportés également par 1’alimentation, jouent

un role similaire de piégeurs de radicaux libres (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Parmi les huiles essentielles, celles de la cannelle, muscade, clou de girofle, basilic,
persil, origan et thym possedent de puissants composés antioxydants (Edris, 2007). Ce sont
principalement les composés phénoliques, & savoir, le thymol et le carvacrol qui sont les plus
actifs (Richard, 1992 ; Bouhdid et al., 2006). Leur activité est a mettre en relation avec leur
structure phénolique car les composés de ce type ont des propriétés oxydo-réductrices et jouent
ainsi un réle important en neutralisant les radicaux libres et en décomposant les péroxydes
(Braga et al., 2006).

L’activité antioxydante des huiles est également attribuée a certains alcools, éthers, cétones et
aldéhydes monoterpéniques : le linalool, le 1,8-cinéole, le géranial, le néral, le citronellal,
I’isomenthone, la menthone mais aussi quelques monoterpénes : y-terpinéne et 1’a-terpinoléne
(Edris, 2007). Les huiles essentielles ayant une importante capacité de piégeage des radicaux
libres peuvent jouer un rdle important dans la prévention de certaines maladies, comme le
dysfonctionnement du cerveau, le cancer, les maladies cardiaques et le déclin du systeme
immunitaire. Ces maladies peuvent en effet résulter des dommages cellulaires causés par les

radicaux libres (Aruoma, 1998 ; Kamatou et Viljoen, 2010).
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Des travaux antérieurs sur I’espéce Thymus vulgaris ont montré que son huile essentielle
présentait des propriétés antioxydantes marquées (Dapkevicius et al., 2002 ; Miura et al.,
2002). En effet, administrée a des rats par leur alimentation, 1’huile stabilise la perte du potentiel
antioxydant lié au vieillissement, aux niveaux hépatique, cardiaque et cérébral (Youdim et
Deans, 1999 et 2000). Evaluée egalement in vitro par le test de DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl), elle est capable de piéger le radical libre en le réduisant en 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazine. Le pouvoir antioxydant de I’huile est attribué principalement au carvacrol,
thymol et p-cymeéne-2,3-diol (Ternes et al., 1995). Ce dernier composé a été démontré comme
étant plus actif que certains antioxydants synthétiques tels que 1’a-tocophérol et I’hydroxyanisole
butylé (BHA) (Schwarz et al., 1996).

L’activité antioxydante de 1’huile essenticlle des feuilles et des baies de Juniperus
phoenicea a également été démontrée par de nombreuses recherches. L’étude réalisée par le test
de DPPH et de FRAP (Ferric Reducing Power Assay) révéle que cette activité est attribuée a la
présence des monoterpénes hydrocarbonés tel que le B-phellandréne (Riahi et al., 2013). Selon
Bouzouita et al. (2008), I’activité manifestée par I’huile de I’espéce pour la protection contre
I’oxydation du saindoux et de I’huile de soja, est comparable a celle de ’antioxydant usuel

d-tocophérol et ce, a une concentration de 200 ppm.

111.2.3.3- Mécanismes d’action des antioxydants

Les antioxydants sont des agents de prévention, ils bloquent la phase d’initiation du
processus d’oxydation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des
agents de terminaison capables de dévier ou de piéger les radicaux libres. Ils agissent en formant
des produits finis non radicalaires. Ils peuvent également chélater des traces métalliques
responsables de la production des espéces réactives oxygénées ou encore interrompre la réaction
en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que
celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres, absorbent 1’énergie
excédentaire de I’oxygene singulet pour la transformer en chaleur (Halliwell, 1994; Berset et
Cuvelier, 1996; Favier, 2006).

Les antioxydants visent également a proteger les systemes cellulaires des effets des processus

potentiellement nocifs qui causent I’oxydation excessive (Hale, 2003).
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111.3- Activité anti-inflammatoire

111.3.1- L’inflammation

L’inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés,
a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de maintenir son
intégrité (Dayer et Schorderet, 1998). Elle se caractérise par de la rougeur, de la douleur, de la
chaleur, de la tuméfaction et parfois, une perte de fonction de la partie du corps affectée (Sizer et
Whitney, 2013).

L’inflammation est un processus habituellement bénéfique pour 1’hdte agressé, mettant en
jeu de nombreux systémes biologiques qui visent a éliminer I’agent pathogene et de réparer les
1ésions tissulaires. Toutefois, elle peut étre néfaste du fait de I’agressivité du pathogene, de sa
persistance, du siége de l’inflammation ou encore des régulations anormales du processus
inflammatoire pouvant, par conséquent, engendrer des dommages irréversibles (Lechat et al.,
1990; Clos, 2012).

Les causes du processus inflammatoire sont multiples, chaque agent causal représentant
un élément pathogene endogene ou exogene. Cependant, quelle que soit son origine, il peut se
présenter sous trois formes : physique, chimique ou biologique (infectieux) (Weil et Batteux,
2003; Crouzilles et Siebert, 2012).

= Agents physiques : Traumatismes (bréche cutanée, piqlire d’insecte, corps étranger
(écharde, par exemple)), chaleur (bralures), froid (gelures), radiations ionisantes et
rayons ultraviolets (UV);

= Agents chimiques : Acides, bases et gaz ;

= Agents biologiques: Débris cellulaires, allergénes, greffons, bactéries, virus, parasites,
champignons, prions, antigénes tumoraux et des composés issus de la réaction

immunitaire (complexes immuns, anticorps cytotoxiques, cytokines).

111.3.2- Les différents types d’inflammation

111.3.2.1- Inflammation aigue

L'inflammation aigue est la réponse immeédiate ou précoce a une blessure et est d'une
durée relativement courte, allant de quelques minutes a quelques jours (8 - 10 jours) (Rote,
1998; Kumar et al., 2010). Elle guérit spontanément ou avec un traitement, mais peut laisser des
séquelles si la destruction tissulaire est importante (Serhan et al., 2010). Sa prédominance est

vasculaire, principalement constituée par une réaction microcirculatoire intense entretenue et
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amplifiée par la libération des médiateurs humoraux (Bouhassira et Calvino, 2009). Elle est

caractérisée par trois grandes phases (figure n° 23) :
e Phase vasculaire

Cette phase débute par une vasoconstriction artériolaire extrémement bréve, de quelques
secondes, sous I’action du systéme nerveux sympathique. Elle est suivie d’une vasodilatation des
vaisseaux sanguins avec une augmentation du débit local, ce qui explique en partie I’apparition
de rougeur et d’hyperthermie locale. La vasodilatation est initiée et entretenue par la libération
de médiateurs chimiques tels que les cytokines et les substances vasoactives (histamine,
bradykinine, sérotonine, prostaglandine, dérivés du complément), ce qui entraine I’exsudation de
cellules et de plasma vers les tissus et aboutit a la constitution d’un cedéme interstitiel (Cousins

et Power, 1999; Weil et Batteux, 2003; Gouilly et Petitdant, 2006).
o Phase cellulaire

Elle est caractérisée par un afflux extra-vasculaire interstitiel (diapédese) de leucocytes
évoluant en trois phases. La premiere se met en place dans les premieres minutes et met en jeu
les polynucléaires neutrophiles et les monocytes/macrophages qui auront pour fonction la
phagocytose des microorganismes pathogénes et des tissus lésés. La deuxiéme phase implique
des lymphocytes porteurs de récepteurs pour ’antigéne peu variables qui vont contribuer a
I’¢limination des microorganismes. Si ces deux premicres étapes n’ont pas été suffisantes pour
controler définitivement I’infection, d’autres systemes de défense impliquant I’activation de

lymphocytes B et T spécifiques, se mettront en place (Weil et Batteux, 2003).
. Phase de résolution

Aprés phagocytose du foyer inflammatoire et destruction de 1’agent causal, la réaction
inflammatoire prend fin spontanément (Gouilly et Petitdant, 2006). Une réparation tissulaire
par cicatrisation aboutit a un tissu conjonctif néoformeé remplacant le tissu détruit et ce, par la
synthese de collagene, la multiplication cellulaire (fibroblastes) et la néogénése vasculaire a
partir des capillaires persistants ou localisés en périphérie du site (Kidd et Urban, 2001 ;
Meunier et al., 2004).
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1- Iésion tissulaire

vasculaire 2- T apport sanguin local

Figure n°23 : Les étapes de la réaction inflammatoire (Bounihi, 2016)

111.3.2.2- Inflammation chronique

L’inflammation chronique correspond a une inflammation n’ayant aucune tendance a la
guérison spontanée et qui évolue en persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou
plusieurs années (Serhan et al., 2010). Les signes de début sont identiques a ceux d’une
inflammation aigué, mais les destructions tissulaires sont plus graves et ont des consequences
fonctionnelles profondes. Dans de nombreux cas I’inflammation semble chronique d’emblée,
comportant dés le départ des phénomenes de remodelage du tissu conjonctif, de destruction et de
réparation. Le mécanisme de la chronicité n’est pas toujours évident. Dans certains cas, elle tient
a la persistance d’une substance pathogéne que 1’organisme est incapable d’éliminer ;
I’inflammation échoue dans sa finalité premiere qui est le maintien de I’intégrité du soi. Dans
d’autres cas, on peut supposer qu’elle est auto-entretenue, les mécanismes intermédiaires
continuant a opérer alors que la substance pathogéne qui I’a déclenchée a été éliminée (Weil et

Batteux, 2003).
111.3.3- Les anti-inflammatoires
111.3.3.1- Les anti-inflammatoires conventionnels

Les anti-inflammatoires sont nombreux et appartiennent a des familles de médicaments
différents puisqu’on y trouve des analgésiques, des corticoides, des antihistaminiques (Yvan,

1997). IIs sont divisés selon leur mode d’action en deux catégories :
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e Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou corticoides sont des analogues de synthéese de la
cortisone, hormone sécrétée par les glandes surrénales. Les corticoides ont une efficacité
nettement démultipliée par rapport a la cortisone. Dans 1’ordre croissant d’activité, on trouve la

prednisolone, la dexaméthasone et la fluméthasone (Drogoul et Germain, 1998).

Leur mode d’action présente deux volets majeurs (Clos, 2012):

- Inhibition de I’activité de plusicurs enzymes, dont la cyclo-oxygénase responsable de la
synthése de médiateurs chimiques essentiels de 1’inflammation ; les prostaglandines et les
thromboxanes ;

- Inhibition transcriptionnelle des genes codant des molécules pro-inflammatoires (cytokines,
molécules d’adhérence facilitant la diapédese) et activation des genes impliqués dans la

production de protéines anti-inflammatoires.

Les corticoides agissent sur toutes les étapes de la réaction inflammatoire. De plus, ils
possédent un effet immunosuppresseur non négligeable. Cependant, 'utilisation a long terme
pour maintenir les bienfaits de ces médicaments s’accompagne d’un risque accru d’effets
secondaires tels que les troubles dermatologiques, déficit musculo-squelettique (faiblesse,
atrophie musculaire et ostéoporose), arrét de croissance, diabéte, dyspepsie, troubles neuro-
logiques (vertige, maux de téte, convulsions et hypertension intracranienne bénigne) ou encore,
une aggravation des infections oculaires et une perte visuelle permanente (Russo-Marie, 1998;
Buchmann, 2001 ; Bontoux et al., 2014).

e Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Ce sont des molécules qui ne présentent pas d’analogie avec les corticoides ou les
hormones stéroidiennes et qui forment un groupe hétérogéne de médicaments, agissant sur les
conséquences de la réaction inflammatoire quelle que soit son origine (Yvan, 1997; Drogoul et
Germain, 1998). Parmi ces molécules, on cite: les anti-inflammatoires salicylés (Aspirine), les
oxicams (Feldéne, Tilcotil, Mobic), les dérivés propioniques (Profénid, Apranax, Naprosyne,

Cébutid), indoliques (Indocid) ou encore, des dérivés arylacétiques (Voltarene) (Sany, 2003).

Les AINS ont trois propriétés : antipyrétique, antalgique et anti-inflammatoire. Leur
action est puissante et se manifeste rapidement en quelques heures ou quelques jours mais reste

réduite par rapport a celle des AIS. lls agissent en diminuant la production des prostaglandines et
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des thromboxanes et ce, en inhibant 1’activité de la cyclo-oxygénase (Limbour et De Melo,
1995; Bontoux et al., 2014).

Les AINS sont parmi les médicaments les plus prescrits, mais leur utilisation est limitée
par la survenue d’effets secondaires en particulier, les complications digestifs (douleurs
abdominales, nausées, vomissements, ulcére, hémorragie), cutanés (éruption cutanée parfois
gravissime), rénaux (insuffisance rénale), hépatiques (insuffisance hépatique), hématologiques
(troubles de coagulation) et neurologiques (vertiges, céphalées) (Duplan et Marty, 2001;
Nicolas et al., 2001).

111.3.3.2- Les anti-inflammatoires traditionnels

Les plantes sont depuis longtemps utilisées pour la prévention ou le traitement de
maladies, y compris les maladies inflammatoires telles que le rhumatisme, 1’arthrose, I’cedéme et
I’eczéma (Barnes, 1998 ; Ko et al., 2014). Leurs composés bioactifs peuvent servir de matrice
pour la synthese de nouveaux médicaments anti-inflammatoires tout en ayant des effets
secondaires minimes et des effets pharmacologiques trés puissants (Agyare et al., 2013). Des
composes tels que les flavonoides, les tanins et les huiles essentielles, sont présumés agir en
bloguant les voies des enzymes pro-inflammatoires notamment, la cyclo-oxygénase et la
lipoxygénase (Lee et al., 2003 ; Sadik et al., 2003 ; Rhind, 2012).

L’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles a été mise en évidence par de
nombreux travaux. Elle est due aux monoterpenes hydrocarbonés, sesquiterpénes hydrocarbonés
et aux alcools sesquiterpéniques (Chao et al., 2005) dont notamment, thymol, carvacrol,
p-cymeéne, linalool, bornéol, 1,8-cinéole (eucalyptol), menthol, a-terpinéol, a-pinéne ou encore,

a-terpinéne (Veras et al., 2013; de Cassia da Silveira e S4 et al., 2013).

Parmi les plantes dotées de propriétés anti-inflammatoires, on cite : Achillea millefolium,
Aloe vera, Aucoumea klaineana, Boswellia serrata, Citrus auranticum, Curcuma longa, Lippia
geminata, Mangifera indica, Nepeta cataria, Origanum vulgare, Piper longum, Ricinus
communis, Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Xeromphis spina et Zingiber officinale
(Pérez et al., 2011; Kumar et al., 2013).

Des études effectuées sur I’huile essentielle de Thymus vulgaris par différents modeles
expérimentaux dont, I’cedéme de ’oreille, la pleurésie induite par carragénine et la chimiotaxie

in vitro, ont permis de mettre en évidence I’effet anti-inflammatoire de I’huile. Celui-Ci est
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principalement dii au thymol et au carvacrol qui sont impliqués dans I’inhibition des cedémes
inflammatoires et dans la migration des leucocytes (Fachini-Queiroz et al., 2012).

Concernant I’huile essenticlle de Juniperus phoenicea, Tumen et al. (2012) ont montré une
gueérison des lésions et un potentiel anti-inflammatoire dans le traitement expérimental des plaies

chez la souris par application topique d’un onguent contenant 1% de 1’huile.
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IVV.1- Matériel végétal
IV.1-1- Récolte

L’espéce Thymus vulgaris L. a été récoltée durant le mois de mai 2014, de deux régions
de I’ouest algérien (Figure n°25). La premiére étant la région de Kharrouba, situé¢e a 1’est de la
wilaya de Mostaganem et la deuxiéme étant la commune de Sebaa Chioukh, située au nord de la
wilaya de Tlemcen. L’espéce Juniperus phoenicea L. a été récoltée quant a elle, a la fin du mois
de mars 2013 dans la forét de Cap Ivy, prés de la commune de Abdelmalek Ramdane, située a
I’est de la wilaya de Mostaganem (Figure n°25). Les coordonnées geographiques sont

présentées ci-dessous (Tableau n°1).

Tableau n°1 : Données géographiques de la récolte des especes étudiées :

Espece Région Coordonnées géographiques

Kharrouba (Mostaganem) Altitude: 80 m, longitude: 0°6’161E,
latitude : 35°58°742N.

Sebaa Chioukh (Tlemcen) | Altitude : 514m ; longitude : 1°21°210,
latitude : 35°9°22N.

Thymus vulgaris L.

Commune de Abdelmalek | Altitude : 101m, longitude : 0°13°25E,

Juniperus phoenicea L.
P P Ramdane (Mostaganem) latitude : 36°06°46N.

Figure n°24: Le genévrier de Phénicie de la forét de Cap lvy (Mostaganem)
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Figure n°25 : Situation géographique des stations de collecte des plantes étudiées
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Figure n°26 : Thymus vulgaris de Mostaganem Figure n°27 : Thymus vulgaris de Tlemcen

Les deux especes ont été identifiées au parc national de Tlemcen par Mme Hafida
Hasnaoui, ingénieur et chef de département de foresterie. Le matériel végétal a été par la suite
lavé et mis a sécher a ’ombre dans un endroit sec et aéré pendant 15 jours. Concernant le
genévrier, une partie des feuilles et la totalité des baies ont été amenées au laboratoire pour
I’extraction de leurs huiles essentielles juste aprés le lavage. Il est a noter qu’une certaine

quantité des plantes a été récupérée avant le lavage pour la mesure du taux d’humidité.

1V.1.2- Détermination du taux d’humidité

Le contenu en humidité de la plante a été déterminé par le procédé de séchage a I’étuve.
Une quantité de feuilles fraiches d’une masse de 5g+ 0.01 a été exposee a une température de
105°C+ 5 dans une étuve jusqu’a l’obtention d’un poids constant (Twidwell et al., 2002 ;
Bourkhiss et al., 2009).

Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

_ (poids o — poids f) o

100
poids a

H%

Considérons :

a : Poids de I’échantillon (plante fraiche) en gramme ;
B : Poids de I’échantillon (plante seche) en gramme;

H% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
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IV.1.3- Screening phytochimique
IV.1.3.1- Principe

Le criblage phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la
présence des groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée. Toutefois, il ne
renseigne pas sur la nature des molécules chimiques. Bien entendu, les tests de caractérisation
phytochimiques présentent des imprécisions car ils sont basés en partie sur 1’analyse qualitative.
Le principe est soit basé sur la formation de complexes insolubles en utilisant les réactions de
précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant des réactions de coloration

(conjugaison ou insaturation dans une molécule).

L’analyse phytochimique a été réalisée sur la partie aérienne de Thymus vulgaris (feuilles
et tiges) et de Juniperus phoenicea (feuilles, rameaux et baies) en utilisant les tests standards
décrits par Bruneton (1993), Sofowora (1993) et Trease et Evans (2002).

1VV.1.3.2- Alcaloides

Préparation de la solution a analyser

A 10 g de poudre végétale introduite dans un erlenmeyer de 250 ml, 50 ml d’une solution
d’acide sulfurique (H2SO4) a 10% sont ajoutés. Apres une macération de 24H a température

ambiante, le macéré est filtré et lavé a I’eau distillée de maniére a obtenir 50 ml de filtrat.

Caractérisation

> 1 ml de filtrat est prélevé et introduit dans un tube a essai auquel 5 gouttes du réactif de
Mayer (annexe n°3) sont ajoutées ;
» 1 ml de filtrat est prélevé et introduit dans un tube a essai auquel 5 gouttes du réactif de

Wagner (annexe n°3) sont ajoutées.

La présence d’alcaloides est caractérisée par la formation d’un précipité de couleur blanc-

jaunatre pour la premiére réaction et brun pour la deuxiéme.

Test de confirmation

A 0.3 g de poudre végétale mise dans un erlenmeyer, 3 ml d’acide chlorhydrique (HCI)
dilué a 5% sont ajoutés. Le mélange est agité pendant 30 min puis filtré. 1 ml de filtrat est
prélevé et placé dans un tube a essai avec quelques gouttes de réactif de Mayer. La présence des

alcaloides est confirmée par la formation d’un précipité ou d’un trouble blanc.
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1V.1.3.3- Polyphénols

Préparation de la solution a analyser

5 g de poudre végétale sont introduits dans 100 ml d’eau distillée bouillante contenue
dans un erlenmeyer de 250 ml. Apreés une infusion de 15 min, la suspension est filtrée et rincee

avec un peu d’eau chaude de manicre a obtenir 100 ml d’infusé a 5%.

Caractérisation

1VV.1.3.3.1- Tanins

Réaction de coloration

5 ml d’infusé a 5% sont introduits dans un tube a essai auquel 1 ml d’une solution
aqueuse diluée de chlorure de fer (IIl) (FeCls) a 1% est ajouté. La présence de tanins est

caractérisée par une coloration verdatre ou bleu noiratre.
Différenciation des tanins (réaction de Stiasny)

A 30 ml d’infusé a 5%, 15 ml de réactif de Stiasny (annexe n°3) sont ajoutés.
Le mélange est chauffé au bain-marie a 90°C pendant 15 min environ. L’obtention d’un précipité
rose quantitativement important indique la présence de tanins catéchiques. Le mélange est filtré
et saturé par 5 g d’acétate de sodium (CH3COONa), ensuite 1 ml d’une solution de chlorure de
fer (111) (FeCl3) a 1% est ajouté. L’obtention d’une teinte bleu-noire témoigne de la présence de

tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.
1V.1.3.3.2- Flavonoides

Les flavonoides, pigments quasiment universels des végétaux, constituent une grande
famille de composés abondamment présents dans les plantes. Plusieurs tests de caractérisation
permettent de mettre en évidence différents types de flavonoides.

e Anthocyanes

A 5 ml d’infusé présentant une coloration plus ou moins foncée, 5 ml d’acide sulfurique
(H2SO4) a 10% puis 5 ml d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) a 50% sont ajoutés. Une
coloration s’accentuant par acidification puis virant au bleu violacé en milieu basique, conclut a

la présence d’anthocyanes.
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e Réaction a la cyanidine

5 ml d’infusé sont introduits dans un tube a essai auquel sont ajoutés 5 ml d’alcool
chlorhydrique (alcool a 95°, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume de 5 ml)
et 1 ml d’alcool isoamylique puis quelques copeaux de magnésium. Il se produit une réaction de

crépitation pendant quelques minutes.

L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones), rose violacée (flavanones)
ou rouge (flavonols, flavanolols) rassemblée dans la couche surnageante d’alcool isoamylique
indique la présence de flavonoides libres (génines).

Les colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavonigues.
La réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones, les aurones, les catéchines
et les isoflavones.

» Leucoanthocyanes

La réaction de la cyanidine est effectuée sans ajout de copeaux de magnésium
avec chauffage au bain-marie pendant 15 min. L’apparition d’une coloration rouge cerise ou
violacée indique une réaction positive. Une teinte brun-rouge est observée en présence de

catéchols.

I1V.1.3.4- Dérivés anthracéniques

Préparation de la solution a analyser

e Extrait chloroformique
A 1 g de poudre végétale, un volume de 10 ml de chloroforme est ajouté. Le mélange est
chauffé au bain-marie pendant 3 min puis est filtré a chaud et complété a 10 ml si nécessaire.
e Hydrolysat

A une partie du résidu de la poudre épuisée par le chloroforme, 10 ml d’eau distillée et
1 ml d’HCI concentré sont ajoutés. Le tube a essai est maintenu dans le bain-marie bouillant
pendant 15 min puis est refroidi sous un courant d’eau et filtré. Il est ensuite complété a 10 ml

avec 1’eau distillée.

Caractérisation

e Dérivés anthracéniques libres (reaction de Borntrager)

1 ml d’extrait chloroformique est introduit dans un tube a essai auquel 1 ml d’hydroxyde
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d’ammonium (NH4OH) dilué a 50% est ajouté, le mélange est agité. Une coloration plus ou

moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres.

e Dérivés anthracéniques combinés
» O-Hétérosides

5 ml d’hydrolysat sont prélevés et agités avec 5 ml de chloroforme, la phase organique
est ensuite soutirée et introduite dans un tube a essai auquel 1 ml d’hydroxyde d’ammonium
(NH4OH) dilué est ajouté, le tout est agité. La phase aqueuse est conservée.

Une réaction positive est revélée par une coloration rouge plus ou moins intense. En cas d’une
réaction négative ou faiblement positive, une recherche est continue pour les O-hétérosides a

génine réduite.
» O-hétérosides a génine réduite

3 a 4 gouttes de FeClsz a 10% sont ajoutées a 5 ml d’hydrolysat. Le mélange est chauffé
au bain-marie pendant 4 min puis refroidi et agiter avec 5 ml de chloroforme. La phase
chloroformique est soutirée et introduite dans un tube a essai auquel nous ajoutons 1 mi
d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) dilué, le tout est agité. En présence de produits d’oxydation

des anthranols ou des anthrones, la coloration s’intensifie.
» C-hétérosides

La phase aqueuse qui a été conservée au cours de la caractérisation des O-hétérosides, est
reprise par 10 ml d’eau distillée puis 1 ml de FeClz a 10% est ajouté. Le tube a essai est maintenu
dans le bain-marie bouillant pendant 30 min puis est refroidi et agité avec 5 ml de chloroforme.
La phase chloroformique est soutirée et introduite dans un tube a essai auquel nous ajoutons 1 ml
d’hydroxyde d’ammonium (NHsOH) dilué puis nous agitons. Une coloration rouge plus ou

moins intense indique la présence de génines de C-hétérosides.

IVV.1.3.5- Saponosides
Préparation de la solution a analyser

Un décocté a 1% est préparé en introduisant 1 g de poudre végétale dans un erlenmeyer
de 250 ml contenant 100 ml d’eau distillée bouillante. La suspension est maintenue en ¢bullition

modérée pendant 15 min puis est filtrée aprés refroidissement et complétée a 100 ml.
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Caractérisation

Dans une série de 10 tubes a essais numérotés de 1 a 10, des volumes allant de 1 a 10 ml
de décocté a 1% y sont introduits successivement. Chaque tube est ajusté a 10 ml avec de I’eau
distillée puis est agité dans le sens de la longueur pendant 15 secondes a raison de 2 agitations
par seconde (soit 30 agitations). Apres un temps de repos de 15 min, la hauteur de la mousse
dans chaque tube est mesurée. Le tube dans lequel la hauteur de la mousse est de 1 cm permet de

calculer I’indice de mousse.

L 1000
M=

e |dm : Indice de mousse ;

e N : Numéro du tube dans la hauteur de la mousse est de 1 cm.

Si la hauteur de la mousse est inférieure a 1 cm dans tous les tubes, I’ldm est inférieur a

100. Par contre, si la hauteur est supérieure a 1 cm, 1’Idm est supérieur a 100.

IVV.1.3.6- Stérols et triterpénes

Préparation de la solution a analyser

Un extrait est préparé a partir d’'une macération de 24H d’un gramme de poudre végétale
dans 20 ml d’éther puis est filtré et complété a 20 ml avec de 1’éther. Cet extrait servira en plus

des stérols ; a la caractérisation des caroténoides et des coumarines.

Caractérisation (réaction de Liebermann-Buchard)

10 ml d’extrait éthéré est évaporé a sec et repris avec 1 ml d’anhydride acétique (C4HeOz3)
puis 1 ml de chloroforme (CHCIs). La solution obtenue est partagée dans deux tubes.
1 a 2 ml d’acide sulfurique (H2SO4) concentré sont ajoutés, sans agitation, a 1’aide d’une pipette
au fond de I’un des tubes, 1’autre servira de témoin. A la zone de contact des deux liquides, la
formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, la couche surnageante devenant verte ou violette

révele la présence de stérols et triterpénes.

Caroténoides (réaction de Carr et Price)

5 ml d’extrait éthéré est évaporé a sec, le résidu est repris avec 2 a 3 gouttes de solution
saturée de trichlorure d’antimoine (SbClz) dans le chloroforme ou dans le tétrachlorure de
carbone (CCls). 1l se développe, en présence de caroténoides, une coloration bleue intense ou

bleu verdatre.
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Coumarines

5 ml d’extrait éthéré est évaporé a sec, le résidu est repris avec 2 ml d’eau chaude.
La solution est ensuite partagée entre deux tubes a essais. Dans I'un des deux, 0.5 ml
d’ammoniaque (NH4OH) a 25% est ajouté. Le mélange est observé sous rayonnement ultraviolet
a 366 nm. La présence d’une fluorescence intense bleu verdatre ou violette dans le tube ou il a

¢té ajouté de I’ammoniaque, indique la présence de coumarines, I’autre tube sert de témoin.

1VV.1.3.7- Autres caractérisations

Préparation de la solution a analyser

Un décocté a 10% est préparé en introduisant 10 g de poudre végétale dans un erlenmeyer

de 250 ml contenant 100 ml d’eau distillée. Le mélange est porté a ébullition pendant 15 min.

1V.1.3.7.1- Composés réducteurs

5 ml de décocté aqueux a 10% introduit dans un bécher est évaporé au bain-marie jusqu’a
sec. Le résidu est repris avec 1 ml de réactif de Fehling (0.5 ml de réactif A + 0.5 ml de réactif

B). L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence de composés réducteurs.

1VV.1.3.7.2- Oses et holosides

5 ml de décocté aqueux & 10% introduit dans un bécher est évaporé au bain-marie jusqu’a
sec. Le résidu est repris avec 2 a 3 gouttes de H2SO4 concentré puis 3 a 4 gouttes d’alcool saturé
avec du thymol 5 min aprés. Le développement d’une coloration rouge caractérise les oses et les

holosides.

1V.1.3.7.3- Mucilages

Dans un tube a essai, 1 ml de décocté aqueux a 10% et 5 ml d’éthanol absolu sont
introduits. L’obtention d’un précipité floconneux par mélange apres 10 min, indique la présence

de mucilages.
I1V.1.3.7.4- Hétérosides cyanogénétiques

1 g de poudre végétale est introduit dans un tube contenant 5 ml d’une solution de méme
volume d’eau et de toluéne. Un papier picrosodé imbibé de réactif de Guignard (annexe n°3) est
alors déposé dans le tube. L’apparition d’une coloration rouge indique la présence d’hétérosides

cyanogénetiques.
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IVV.1.4- Détermination de la composition minérale des plantes

IV.1.4.1- Préparation des échantillons

Les échantillons des trois plantes sélectionnées (feuilles et tiges) ont été lavés a 1’eau
distillée puis séchés a 1I’étuve a 70°C pendant 24 a 48 heures (jusqu’a ce que le poids soit
constant). lls ont été par la suite finement broyés et stockés dans des sacs en papiers a
température ambiante (Ibrahim et al., 2015).

1VV.1.4.2- Minéralisation des échantillons

La minéralisation a été effectuée selon la norme AFNOR NF X 31-151 (1993). Pour se
faire, 1 g de poudre végétale, mise dans un creuset en porcelaine, a été calcinée dans un four a
moufle a 450°C pendant 4 heures afin d’obtenir des cendres blanches. Apres refroidissement, les
cendres sont humidifiées par quelques gouttes d’acide nitrique (HNO3) concentré puis sont
évaporées a sec sur une plaque chauffante a 150°C avant de les remettre au four a 400°C pendant
1 heure. Le résidu obtenu est repris dans 5 ml d’HCI concentré et évaporé a sec pendant 1 heure.
Il est ensuite dissous dans 5 ml d’HCI dilué a 5% a chaud pendant 1 heure. Apres
refroidissement, la solution est filtrée a travers le papier filtre Whatman n°42 et le papier filtre

millipore (diamétre < 0.45 pm). La solution finale est ajustée a 10 ml par I’eau distillée.
1V.1.4.3- Analyse des échantillons

Le dosage des échantillons de plantes a été réalisé a 1’aide d’un spectrometre d’absorption
atomique (SAA) de type Perkin-Elmer 300 afin de déterminer leur composition minérale ainsi
que le taux des différents éléments minéraux présents. Des solutions étalons pour chaque
élément recherché, ont été parallelement préparées a différentes concentrations (ppm) puis
doseées.

La teneur des minéraux (mg) dans la matiére végétale seche (Kg) est calculée par la

formule suivante :

T (ppm)=X*V/M*D

X : Concentration en ppm (mg/l) mesurée par le spectrométre ;
V : Volume final en ml de la solution d’attaque ;
M : Masse en g de la prise d’essai ;

D : Facteur de dilution.
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1V.2- Huiles essentielles

1V.2.1- Procédés d’extraction

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par deux méthodes différentes.
La premiere étant par hydrodsitillation concernant les feuilles de Thymus vulgaris L. et la
deuxiéme étant par entrainement a la vapeur d’eau concernant les feuilles et les baies de

Juniperus phoenicea L..

1VV.2.1.1- Hydrodistillation

L’extraction de I’huile essentielle des feuilles de Thymus vulgaris L. a été effectuée a
I’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger (figure n°28). Cela consiste a introduire 100 g de
matériel végétal dans un ballon de 2 Litres contenant de I’eau distillée. L’ensemble est porté a
¢bullition pendant 3H a ’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essentielle,
traversent le réfrigérant et se condensent ainsi avant de chuter dans une ampoule de décantation,
I’huile se sépare par la suite de I’eau par différence de densité. L huile obtenue est conservée a
une température de 0°C dans des tubes en verre opaques, fermés hermétiquement pour la

préserver de I’air et de la lumiére jusqu’a son usage.

Figure n°28 : Hydrodistillateur de type Clevenger pour I’extraction de I’huile essentielle de
Thymus vulgaris
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1V.2.1.2- Entrainement a la vapeur d’eau

L’extraction des huiles essentielles des feuilles fraiches et séches et des baies du
genévrier rouge a été réalisée a I’aide d’un vapodistillateur de type SPRING A 105 12 Litres
(figure n°29). Pour ce faire, 1 Kg 500 de matériel vegétal est placé sur une grille qui surmonte
I’eau en ébullition. Les vapeurs formées dans 1’extracteur traversent la plante, libérent 1’huile du
tissu végétal et I’entrainent avec elles. Aprés condensation dans le réfrigérant, celles-ci chutent et
sont récupéreées dans une ampoule de décantation, I’eau et I’huile se séparent par différence de
densité (figure n°30). L’huile obtenue est conservée a une température de 0°C dans des tubes en
verre opaques, fermés hermétiquement pour la préserver de 1’air et de la lumicre jusqu’a son

usage.

Figure n°29 : Vapodistillateur de type SPRING A 105 12 Litres utilisé pour I’extraction des
huiles essentielles de Juniperus phoenicea

Figure n°30 : Séparation de la phase huileuse de
la phase aqueuse dans I’ampoule de décantation
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1V.2.2- Calcul du rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est defini comme étant
le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés extraction et la masse de la matiere

végetale utilisée. Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

RHE =M’/M x 100

RHE : Rendement en huile essentielle en % ;
M’ : Masse d’huile essentielle en gramme ;

M : Masse de la plante en gramme.

1V.2.3- Méthodes d’analyse des huiles essentielles

L’analyse et I’identification de la composition chimique des huiles essentielles des deux
especes étudiées ont éte effectuées par des techniques chromatographiques. La chromatographie
en phase gazeuse (CPG), nous a permis de séparer et de quantifier les composés.
La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) nous a

permis quant a elle, a I’aide des banques de données spectrales, de déterminer les composés.

IVV.2.3.1- Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Les analyses ont été réalisées sur un chromatographe en phase gazeuse de type Trace GC
ThermoQuest équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) et d’une colonne capillaire
SE-52 (5% de phényle; 95% de diméthylpolysiloxane) de 50 m de longueur, 0.25 mm de
diametre interne et 1.0 um d’épaisseur de film. La température du four a été programmée a 60°C
pendant 1 min puis a 250°C, a raison d’une montée de 3°C/min. Les températures de 1’injecteur
(split/splitless) et du détecteur ont été fixées a 230°C et 250°C, respectivement. Le gaz vecteur
est I’hélium avec un débit de 1.5 ml/min. Le volume d’échantillon d’huile essentielle injecté par

le mode split est de 0.1 pl a un rapport de division de 1/100.
IV.2.3.2- Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

(CPG-SM)

Les analyses ont été effectuées sur un chromatographe en phase gazeuse de type Trace
GC ThermoQuest muni d’une colonne capillaire SE-52 de (50 m x 0.25 mm) et 1.0 pum
d’épaisseur de film, couplé a un spectrométre de masse de type ThermoQuest Automass Solo

quadripolaire. Les températures de la source ionique et de I’interface ont été réglées
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respectivement a 230°C et 250°C. Le four a ét¢ programmé de 60°C a 250°C, a raison d’une
montée de 3°C/min. Les températures de I’injecteur et du détecteur ont été fixées a 230°C et
250°C, respectivement. Le gaz vecteur est I’hélium avec un débit de 1.5 ml/min. 0.1 pl
d’échantillon d’huile essentielle est injecté par le mode split a un rapport de division de 1/100.
Les spectres de masse ont été obtenus par un impact électronique (IE) de 70 eV, un balayage sur
une gamme de masse allant de 40 & 500 unités avec une vitesse de 0.5 sec et un filament de
300 pA.

1VV.2.3.3- Identification des composés chimiques

Les constituants de chacune de nos huiles essentielles ont été identifiés en utilisant le
logiciel ThermoXcalibur 1.2 en corrélant leurs spectres de masse respectifs avec ceux des
bibliothéques (NIST08, Wiley 8™ édition, Adams (Adams, 2001) et Mass Finder. Les indices

de rétention ont été déterminés selon van Den Dool et Kratz (1963).

1V.3- Procédés d’étude microbiologique

IV.3.1- Souches microbiennes testées

Pour notre étude, nous avons testé la sensibilité de sept souches microbiennes de
référence provenant de I’Institut Pasteur d’Alger vis-a-vis des agents antimicrobiens standards
(antibiotiques et antifongiques) et biologiques (huiles essentielles). Il s’agit de cinq souches
bactériennes (quatre Gram négatives et une Gram positive) et de deux souches fongiques

connues pour étre responsables d’infections nosocomiales (tableau n°2).

Tableau n°2 : Liste des souches microbiennes testées :

Souche Code Gram Source
Bacillus cereus ATCC 10876 positive
Escherichia coli ATCC 25922 négative
Proteus mirabilis ATCC 35659 négative Institut Pasteur
Proteus vulgaris ATCC 6380 négative d’ Alger
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 négative
Candida albicans ATCC 10231
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

ATCC: American Type Culture Collection.
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IV.3.2- Milieux de culture utilisés

Les milieux de culture utilisés pour les différents tests microbiologiques sont les suivants
(annexe n°1) :

e Pour les bactéries :
- Bouillon nutritif ;
- gélose nutritive ;
- milieu Mueller Hinton (M.H) liquide et solide.

e Pour les moisissures :
- Bouillon nutritif ;
- milieu Potatoes Dextrose Agar (PDA) ;

- milieu Sabouraud liquide et solide.

IVV.3.3- Préparation de I’inoculum

Les inoculums sont préparés a partir d’une culture jeune en milieu liquide (bouillon
nutritif) de 18H pour les bactéries, 48H pour les levures et de 3 a 5 jours pour les champignons
et ce, en les diluant dans de 1’eau physiologique stérile, de maniére a obtenir des suspensions de
concentration microbienne déterminée suivant la méthode utilisée pour 1’étude de I’activité

antimicrobienne des différents agents testés.

IV.3.4- Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des agents antimicrobiens
standards

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques et des moisissures aux antifongiques a été
évaluée par la méthode de diffusion de disque sur milieu gélosé (NCCLS, 1997). Un volume de
100 pl de suspension microbienne standardisée a 108 UFC/ml pour les bactéries, 108 UFC/ml
pour les levures (Haddouchi et al., 2009) et 10° spores/ml pour les champignons (Braga et al.,
2007) a été ensemencé par étalement sur un milieu de culture gélosé approprié (Mueller Hinton
pour les bactéries, PDA pour les moisissures). Des disques d’antibiotique ainsi que des disques
imprégnés d’une solution d’antifongique ont ensuite été deposes a 1’aide d’une pince stérile a la
surface des milieux respectifs. En paralléle, des témoins ont été utilisés pour le contrble de la
croissance des souches testées. Les boites de Pétri ont été fermées et laissées diffuser a
température ambiante pendant 1H. Elles ont été par la suite portées a incubation a 37°C pendant
24H pour les bacteéries et a 25°C pendant 48H pour les levures et 7 jours pour les champignons.

L’expérience est répétée 3 fois pour chaque souche microbienne.
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La lecture des résultats a été faite par la mesure de la zone d’inhibition, qui est

représentée par une auréole formée autour de chaque disque ou aucune croissance n’est observée.

Les différents antibiotiques testés contre les bactéries sont listés dans 1’annexe n°2.
Concernant les antifongiques, seules deux solutions a 1% ont été employées contre les

moisissures : éconazole et clotrimazole.

IV.3.5- Etude de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles

IV.3.5.1- Technique d’aromatogramme (méthode de Vincent)

La réalisation de cette méthode repose sur le principe de 1’antibiogramme (NCCLS,
1997). Des disques stériles de papier Wattman de 6 mm de diamétre, contenant 15 ul d’huile
essentielle a tester, sont déposés a 1’aide d’une pince stérile a la surface d’un milieu gélosé
approprié pour chaque souche, préalablement ensemencé avec 100 pl de suspension microbienne
dont la turbidité a été ajustée a 108 UFC/ml pour les bactéries, 10 UFC/ml pour les levures
(Haddouchi et al., 2009) et 10° spores/ml pour les champignons (Braga et al., 2007). Des
témoins ont été utilisés comme contrdle négatif. Les boites de Pétri sont ensuite fermées et
laissées diffuser a température ambiante pendant 1H avant d’étre incubées a 37°C pendant 24H
pour les bactéries et & 25°C pendant 48H pour les levures et 7 jours pour les champignons.

Les essais sont effectués en triple.

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle est déterminée en mesurant le diametre
de la zone d’inhibition formée autour de chaque disque. L’importance des diamétres des zones

refléte ’impact de I’huile essentielle sur les souches testées.

IV.3.5.2- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en huile essentielle capable
d’inhiber la croissance microbienne de 90% (Skandamis et Nychas, 2001). Sa détermination a
été réalisée par la méthode de macrodilution en milieu liquide. L’huile essentielle est tout
d’abord préparée par émulsion dans une solution d’agar a 0.2% afin de disperser les composés et
d’améliorer leur contact avec les germes a tester. Des dilutions successives de la solution
obtenue est ensuite effectuée par progression géométrique de raison 2 de fagon a obtenir les
dilutions suivantes : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128 (Oussou et al., 2004). La gamme de

concentrations finales d’huile essentielle utilisée va de 0.0781 a 10 ul/ml (v/v).
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Pour les bactéries, 0.2 ml de chacune des solutions d’huile essentielle est introduit dans
un tube de la série expérimentale contenant 1.8 ml d’une suspension bactérienne préparée dans le
bouillon Mueller Hinton et dont la turbidité est comprise entre 5. 10° et 5. 107 bactéries/ml.
L’ensemble est incubé a 37°C pendant 24H (Okou et al., 2006; Koné et al., 2007).

Pour les moisissures, 0.1 ml de chacune des solutions d’huile essentielle est introduit dans
un tube de la série expérimentale contenant 0.9 ml de bouillon Sabouraud inoculé avec une
culture fongique standardisée a 1. 107 cellules/ml concernant les levures et a 10° spores/ml
concernant les champignons (CLSI, 2002). Les tubes sont ensuite portés a incubation a 25°C

pendant 48H pour les levures et 5 a 7 jours pour les champignons.

La lecture des résultats se fait a I’ceil nu par observation du changement de turbidité¢ dans
les tubes apres incubation et par comparaison avec les contréles. Un tube ne contenant que le
milieu de culture et I’inoculum est utilis¢é comme contrdle négatif tandis que, des tubes contenant
le milieu de culture stérile et une concentration d’huile essentielle déterminée sont utilisés
comme controles positifs (série de référence). Les essais sont effectués en triple pour chacune
des concentrations d’huile essentielle utilisées. La CMI correspond a la plus faible concentration
d’huile a laquelle aucune croissance microbienne n’est visible (CLSI, 2002; Oussou et al.,

2004).

1VV.3.5.3- Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Le contenu des tubes dans lesquels aucun trouble n’a été observé, a servi a ensemencer le
milieu gélosé M.H et ce, par des stries de 5 cm de long a I’aide d’une anse calibrée de 0.2 pl en
commencant par le tube correspondant & la CMI. La boite de Pétri est ensuite incubée a 37°C
pendant 24H (Oussou et al., 2004; Konan Kouadio et al., 2013). Les essais sont effectués en
triple. La CMB a été déterminée en comparant la densité des stries a celle d’une autre boite de
Pétri préalablement préparée (boite A) (Konan Kouadio et al., 2013). Elle correspond a la plus
faible concentration d’huile essentielle dont le repiquage montre une croissance de germe

inférieure ou égale a 0.01% de survivants (Bolou et al., 2011).

La préparation de la boite A a nécessité la préparation de 1’inoculum de la souche
bactérienne testée comme suit : deux colonies isolées a partir d’une culture de 18H sur gélose
M.H, sont inoculées dans 10 ml de bouillon M.H puis incubées a 37°C pendant 3H. Un
prélevement de 0.1 ml de la préculture est délayé dans un autre tube de 10 ml de bouillon M.H

constituant ainsi I’inoculum initial de dilution 10°. Quatre dilutions successives, de 10 en 10,
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sont également effectuées (10 a 10#). Ensuite, un ensemencement par stries de 5 cm de long a
partir des cing dilutions préparées, est réalisé a I’aide d’une anse calibrée de 0.2 ul sur la gélose
M.H constituant ainsi la bofte A. Les dilutions 10° 10, 102, 102 et 10* correspondent
respectivement a 100%, 10%, 1%, 0.1% et 0.01% de survivants (Bolou et al., 2011; Konan
Kouadio et al., 2013).

IVV.3.5.4- Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF)

A partir des tubes dans lesquels aucune croissance fongique n’est observée, 10 ul est
prélevé et ensemencé dans le milieu gélosé Sabouraud. Les boites de Pétri sont ensuite portées a
incubation a 25°C pendant 48H pour les levures et 5 a 7 jours pour les champignons. Chaque
essai est réalisé trois fois. La CMF correspond a la plus faible concentration d’huile essentielle a

partir de laquelle aucune croissance n’est visible (CLSI, 2002).

IV.4- Etude de ’activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles de Thymus vulgaris et de Juniperus

phoenicea a été évalué par deux méthodes : le test de DPPH et le test de FRAP.

IV.4.1- Test de DPPH
IV.4.1.1- Principe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH®) est un radical organique
stable de couleur violette, qui absorbe & 517 nm. Sa stabilité est due au fait qu’il possede un
¢lectron non apparié sur un atome du pont d’azote. En présence d’agents antioxydants qui sont
des donneurs d’hydrogéne (AH), le composé est réduit en une forme non radicalaire DPPH-H
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) et vire au jaune, ce qui entraine une diminution de son
absorbance (Brand-Williams et al., 1995; Maataoui et al., 2006). La réaction peut étre

représentée par 1’équation suivante (figure n°31).

MOy MO, ,-’fl. \\
DaN— FJ—N +AH - TN / \\‘ H—N +A
MO f-"'( \‘“'-. MO
DPFPFH" - DPPH-H

Figure n°31: Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant (Molyneux, 2004)
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IV.4.1.2- Mode opératoire

L’activité antioxydante des huiles essentielles a été évaluée par la mesure du pouvoir de
piégeage du radical DPPH selon la méthode décrite par Archana et al. (2005). Un volume de
100 pl de chacune des solutions éthanoliques d’huile essentielle préparées a différentes
concentrations est mélangé avec 2.9 ml d’une solution d’éthanol de DPPH® de 0,004% (p/v).
Apres 30 min d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a
517 nm par spectrophotometre JENWAY 7305 UV-Visible. Nous procédons de la méme
manicre pour 1’acide ascorbique (antioxydant de référence).

Un contrdle négatif composé de 100 ul d’éthanol et de 2.9 ml de la solution de DPPH® est
également préparé.

Les concentrations des huiles essentielles testées sont comprises entre 0.2 et 100 mg/ml
pour T. vulgaris et entre 500 et 10000 mg/ml pour J. phoenicea alors que celles de I’antioxydant

standard, sont comprises entre 0.02 et 1 mg/ml.

IV.4.1.3- Expression des resultats

L’activité antiradicalaire est exprimée en pourcentage de réduction de la solution de
DPPH° (Dongmo et al., 2010). D’aprés Dung et al, (2008) et Eyob et al. (2008), le pouvoir de

réduction est déterminé en appliquant la formule suivante :

PR = (Ac- Ae)/ Ac x 100

PR : Pouvoir de la réduction exprimé en pourcentage (%) ;

Ae : Absorbance de la solution de DPPH® en présence de I’huile essentielle ou de 1’acide
ascorbique ;

Ac: Absorbance de la solution de DPPH° en absence de I’huile essentielle et de 1’acide

ascorbique.

La variation du pouvoir de réduction en fonction de la concentration de 1’huile essentielle
et de I’acide ascorbique, permet également de calculer le parameétre CEsg qui représente la
« Concentration Efficace ». Cette derniére est définie comme étant la concentration de I’huile
essentielle (ou de I’acide ascorbique) nécessaire pour réduire 50% de D’activit¢ de DPPH°

(Molyneux, 2004).
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Les valeurs CEso moyennes sont déterminées par les régressions linéaires de trois essais
séparés ou ’abscisse est représentée par la concentration des échantillons testés et 1’ordonnée par

le pouvoir de réduction en pourcentage (Mensor et al., 2001).

IV.4.2- Test de FRAP
IV.4.2.1- Principe

Cette méthode est basée sur I’aptitude d’un antioxydant donné a réduire le fer ferrique
(Fe**) présent dans le complexe ferrocyanure de potassium (KsFe(CN)g) en fer ferreux (Fe?).
La réaction est révelée par le virement de la couleur jaune du fer ferrique a la couleur bleue-vert
du fer ferreux. L’intensit¢ de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm

(Karagozler et al., 2008).

I1V.4.2.2- Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des huiles essentielles a été determiné selon la méthode décrite par
Oyaizu (1986). Pour ce faire, un volume de 1 ml de chacune des solutions éthanoliques d’huile
essentielle préparées a différentes concentrations, est mélangé avec 2.5 ml d’une solution tampon
phosphate (0.2 M, pH 6.6) (annexe n°4) et 2.5 ml d’une solution de ferrocyanure de potassium
KzFe(CN)s a 1%. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min puis, refroidi a
température ambiante avant d’ajouter 2.5 ml d’acide trichloracétique a 10% pour stopper la
réaction. Le mélange est centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 min. Puis, 2.5 ml de surnageant
est mélangé avec 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml d’une solution aqueuse de trichlorure de fer
FeClsz a 0.1%. La mesure de I’absorbance du milieu réactionnel se fait 10 min aprés incubation a
700 nm par spectrophotométre JENWAY 7305 UV-Visible contre un blanc semblablement
préparé, en remplagant 1’échantillon d’huile essentielle par de 1’eau distillée. Une solution
d’acide ascorbique préparée a différentes concentrations et dans les mémes conditions est utilisée

comme contrdle positif.

Les huiles essentielles de T. vulgaris ont été testées a des concentrations comprises entre
0.2 et 10 mg/ml. Concernant J. phoenicea, la gamme est de 500 a 10000 mg/ml pour les huiles
des feuilles et de 10 a 100 mg/ml pour les huiles des baies tandis que, celle de I’antioxydant

standard est comprise entre 0.02 et 0.4 mg/ml.
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1V.4.2.3- Expression des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de graphe ou I’abscisse est représentée
par les différentes concentrations d’échantillon testées et 1’ordonnée est représentée par les
absorbances obtenues. L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du
pouvoir reducteur des fractions testées. La CEsg, définie comme étant la concentration efficace a
laquelle 1’absorbance était de 0.5 pour réduire le pouvoir, est déterminée par interpolation a

partir de 1’analyse de régression linéaire (Oyaizu, 1986).

IVV.5- Etude pharmacologique

L’étude pharmacologique a été réalisée in vivo sur des souris Swiss albinos. L’objectif
¢tant d’évaluer la toxicité aigue des huiles essentielles par administration orale et leur activité

anti-inflammatoire par le test de I’cedéme plantaire induit par injection d’un agent phlogogéne.

1VV.5.1- Matériel animal

Des souris Swiss albinos des deux sexes, pesant de 25 a 30 g et provenant de I’institut
Pasteur d’Alger, ont été utilisées pour les tests in vivo. Elles ont été mises dans des cages en
polypropyléne avec un acces libre a I’eau et alimentées de fagon réguliére (annexe n°6). Elles
ont été acclimatées a 1’environnement du laboratoire pendant une durée de deux semaines avant
I’expérimentation et ce, dans des conditions contrblées de température (25 + 2°C) avec un cycle

lumiére/obscurité de 12 H.

IV.5.2- Préparation des solutions a tester

Les huiles essentielles de T. vulgaris et de J. phoenicea ont été mises en suspension dans
un mélange d'eau distillée et de Tween 80 a 1% de facon a obtenir une solution de 100 mg/ml a
administrer par voie orale aux animaux (Faria et al., 2011). Des agents additionnels comprenant
la carragénine (1%) et le diclofénac (10 mg/Kg) ont été dissous dans du sérum physiologique

(0.9% p/v) avant utilisation.
IVV.5.3- Toxicité aigue

1VV.5.3.11- Notion de toxicité

Les effets toxiques d’une substance varient considérablement selon sa nature, 1’organe
cible et son mécanisme d’action. Ces effets constituent la résultante d’interactions biochimiques
entre la substance toxique et/ou ses métabolites et les structures de I’organisme. Une meilleure

connaissance de ces caractéristiques permet d’améliorer 1’évaluation des risques potentiels pour
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la santé et facilite le développement de mesures rationnelles dans la prévention et le traitement
(Traoré et al., 1999).

IVV.5.3.2- Principe

L’¢étude de la toxicité aigue consiste a administrer oralement par prise unique, différentes
doses d’échantillon a tester aux animaux et d’observer réguliérement pendant une période allant
de 24 H a une semaine, des signes probables de toxicité tels que les salivations, les convulsions,
le coma et la mort (Ruckebusch, 1981; Paschapur et al., 2009). Cette étude permet d’exprimer
la dose qui tue 50% des animaux d’expérience (DLso) ainsi que la dose maximale sans effet
toxique (DME) c'est-a-dire la dose la plus élevée pour laquelle aucun effet toxique n’est relevé

par rapport au lot témoin (Traoré et al., 1999).

IVV.5.3.3- Mode opératoire

Le test de toxicité aigue a été effectué conformément a la ligne directrice de
I’Organisation de la Coopération Economique et Développement (OECD) code 423 (OECD,
2001a) (annexe n°7). Les souris, des femelles uniqguement, ont été mises a jeun 16 H avant
I’expérimentation avec accés libre a 1’eau. Chaque huile essentielle des espéces végétales
étudiées a été administrée par voie orale a des groupes de souris (n = 3) et ce, a des doses de 50,
300 et 2000 mg/kg, respectivement. Le groupe témoin n'a recu que le véhicule (10 ml/kg de
Tween 80 & 1%). Aprés traitement, 1’observation des animaux a eté faite continuellement
pendant 2 H avant de leur donner a manger et a boire afin de déceler des changements dans leurs
réponses autonomiques ou comportementales en comparaison avec le groupe témoin (mort,
agitation, respiration, asthénie). La surveillance pour toute mortalité a été poursuivie pendant
48 H et ensuite pendant 7 jours. Si aucune mort n'a été enregistrée dans les groupes traités, le test
est alors répété avec de nouveaux lots d'animaux (n = 3), a des doses d’huile essentielle plus

élevées, allant jusqu’a 5000 mg/kg.
IV.5.4- Etude de I’activité anti-inflammatoire

IV.5.4.1- Test de I’cedéme plantaire induit par carragénine

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles de T. vulgaris et de
J. phoenicea a été réalisée selon la méthode décrite par Winter et al. (1962). Pour ce faire, les
souris des deux sexes ont été soumises & un jeun de 16 H avant ’expérimentation avec un acces
libre a I’eau. Elles ont été réparties en 5 lots de 6 animaux chacun. Le lot I (t¢émoin ou contrdle) a

recu 10 ml/kg de Tween 80 a 1%. Le lot 1l (standard) a recu 10 mg/kg de diclofénac (un anti-
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inflammatoire de référence) tandis que les lots Ill, IV et V (expérimentaux), ont recu
respectivement des doses de 100, 200 et 400 mg/kg d’huile essentielle a tester. Trente minutes
aprés le traitement par administration orale, I’cedéme a ¢été induit par injection de 50 ul de

carragénine (1% p/v) au niveau de la voute plantaire de la patte postérieure droite (figure n°32).

Figure n°32 : (a) Administration orale d’huile essentielle ; (b) Injection sub-plantaire de
la carragénine

L’épaisseur de la patte (mm) a été mesurée a I’aide d’un pied a coulisse digital avant
injection (Vo) et toutes les 60 min pendant 6 H aprés induction de 1’inflammation (figure n°33)
(Vasudevan et al., 2006).

Figure n°33 : Mesure de I’épaisseur de la patte a ’aide d’un
pied a coulisse digital
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Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme a été calculé selon la formule suivante (Lanhers

etal., 1992):

Pourcentage d’inhibition = [(Vt — VO) témoin — (Vt — VO) traité] x 100/ (Vt — VO) témoin

Nous considérons :

Vo : Volume de la patte avant injection de la carragénine ;
V¢ : Volume de la patte & un intervalle de temps déterminé apres injection de la carragénine.

e Analyse statistique

L’étude de I’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles a été réalisée en triple et
les résultats ont été exprimés en moyenne + 1’écart-type. L’étude statistique a été effectuée par le
logiciel R en utilisant ANOVA suivie du test de HSD Tukey. Les valeurs ont été considérées

comme statistiquement significatives au seuil de probabilité de 5 % (p < 0.05).
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V.1- Matériel végetal
V.1.1- Taux d’humidité

La détermination de I’humidité des feuilles de 1’espéce Thymus vulgaris a révélé un taux
de 50.89% pour celles de Tlemcen et de 72.2% pour celles de Mostaganem, ce qui signifie que le
taux de matiére séche ayant servi réellement a I’extraction des huiles essentielles est de 49.11%

et 27.8%, respectivement (figure n°34).

B Eau (%)
M Matiére séche

Thymus vulgaris de Tlemcen Thymus vulgaris de Mostaganem

Figure n°34 : Taux d’humidité de I’espéce Thymus vulgaris

Les feuilles de Juniperus phoenicea ont présenté une teneur en eau de 46%, ce qui
signifie que la teneur en matiére seche a partir de laquelle les huiles essentielles ont été extraites

a été de 54% (figure n°35).

H Eau (%)
m Matiére seche (%)

Figure n°35 : Taux d’humidité de I’espéce Juniperus phoenicea
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Le thym de Mostaganem a présenté un taux d’humidité nettement supérieur a celui de
Tlemcen. Ce taux se trouve étre proche de celui obtenu par Shabnum et Wagay (2011) de
I’espece en provenance du nord d’Italie (75.15%). Par ailleurs, les taux de nos deux plantes sont
beaucoup plus importants comparé a celui obtenu par Yakhlef (2010) pour le thym originaire de
Batna, a I’est de I’ Algérie (9.40%).

Concernant Juniperus phoenicea, le pourcentage d’humidité est également important (46%) se
trouvant étre d’ailleurs 1égérement €levé par rapport a celui de la plante récoltée au sud-ouest de
I’Algérie et plus précisément, dans les montagnes de 1’Atlas saharien a Naama et qui est de
41.9% (Bouyahyaoui et al., 2016). Celui obtenu par la méme espece au Maroc a été de 32%

(Achak, 2006), ce qui est nettement plus faible que celui de I’espéce Algérienne.

Les variations rencontrées dans la teneur en eau de nos échantillons comparé aux travaux
précités, peuvent étre dues a des facteurs environnementaux tels que les conditions climatiques et
la répartition géographique (Besombes, 2008). Ceci pourrait également expliquer la grande
différence observée entre le thym de Tlemcen et celui de Mostaganem. En effet, la premiere
plante provient d’une région a climat semi-aride tandis que la deuxi¢éme, d’une région cdtiere

avec un climat tres humide.
V.1.2- Screening phytochimique

L’¢évaluation préliminaire de la composition phytochimique des parties aériennes traitées
des deux especes selectionnées, par des réactions qualitatives de caractérisation, a permis de
mettre en évidence la présence de différents groupes chimiques. Les résultats obtenus sont

résumés dans les tableaux n°3 et 4.

Tableau n°3 : Résultats du screening phytochimique de Thymus vulgaris :

Thym de Thym de
Composés phytochimiques recherchés Tlemcen Mostaganem
Feuilles | Tiges | Feuilles | Tiges
) Réactif de Mayer ++ ++ ++ ++
Alcaloides Réactif de Wagner ++ ++ ++ ++
Réaction avec FeCls +++ +++ +++ +++
Tanins Tanins galliques FEFIFIRS FIFIIR, [ FIFIFIR, [ RIS
Tanins catéchiques - - - -
Anthocyanes - - - -
Flavonoides Flavonoides libres FEIFIR [ IFIFI IV, s
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Leucoanthocyanes +++ +++ +++ +++
Dérivés anthracéniques libres ++ - + -
. Ay O-héterosides +++ ++ ++ ++
Anthraquinones | Derives
anthrgcenlques O,-h_etel’O,SId?S a +++ +4++ +++ +++
combines génine réduite
C-héterosides +++ +++ | +++ +++
Saponosides - + - +
Stérols and triterpenes +++ +++ +++ +++
Caroténoides +++ - 4+ -
Coumarines +++ + +++ +
Composes reducteurs +++ ++ +++ ++
Oses et holosides +++ +++ +++ +++
Autres
caractérisations Mucilages +++ + +++ +
Heétérosides cyanogénétiques +++ +++ +++ +++

(+) : Présents ; (++) : abondants ; (+++) : trés abondants ; (-) : absents.

Le tableau ci-dessus (tableau n°3) présente les résultats du criblage phytochimique de
I’espéce Thymus vulgaris. Nous constatons que les feuilles et les tiges des deux plantes de thym
contiennent, avec des intensités plus ou moins variables, des alcaloides, des flavonoides, des
tanins, des deérives anthracéniques combinés, des stérols et triterpénes, des coumarines, des
composés réducteurs, des oses et holosides, des mucilages et des hétérosides cyanogénétiques,
tandis que, les anthocyanes et les tanins catéchiques sont absents. Des différences sont
néanmoins observées entre les deux parties des plantes. En effet, 1’analyse phytochimique a
montré 1’absence des dérivés anthracéniques libres et des caroténoides dans les tiges et des

saponosides dans les feuilles.

Nos résultats corroborent ceux obtenus par Oyewole et al. (2010); Nema et al. (2015);
Abdirahman et Batool, (2016). En effet, ces derniers ont indiqué la présence des flavonoides,
tanins, alcaloides et des sterols et triterpenes dans la partie aérienne de T. vulgaris tandis que
Hossain et al. (2013), ont montré que les composes suscités, a 1’exception des flavonoides,
étaient absents. D’autre part, les saponosides absents dans les feuilles de nos deux plantes, ont

été mis en évidence dans les quatre travaux précités.

Des analyses faites par Abdirahman et Batool (2016) et Mehreen et al. (2016)

rapportent respectivement, I’absence des coumarines et des glucides dans les extraits de
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T. vulgaris alors que notre étude indique leur présence en abondance et plus particulierement,

dans les feuilles.

Tableau n°4 : Résultats du screening phytochimique de Juniperus phoenicea :

Composes phytochimiques recherchés Feuilles | Rameaux | Baies
Alcaloides Réactif de Mayer +++ e+ +++
Reactif de Wagner ++ ++ +
Reéaction avec FeCls +++ +++ -
Tanins Tanins galliques - - -
Tanins catéchiques ++ +++ -
Anthocyanes - - -
Flavonoides Flavonoides libres +++ +++ ++
Leucoanthocyanes +++ +++ +++
Dérivés anthracéniques libres + ++ -
Dérivés O-hétérosides +++ +++ +

Anthraquinones

anthracéniques ——— -
q O-hétérosides a

combines o +++ +++ F++
génine réduite
C-hétérosides +++ +++ +++
Saponosides - - -
Stérols and triterpenes +++ +++ +++
Carotenoides - - -
Coumarines ++ ++ ++
Composeés reducteurs +++ +H+ I
Autr -
ures Oses and holosides +++ +++ o+
caractérisations
Mucilages + + 4+
Hétérosides cyanogénétiques +++ +++ -

(+) : Présents ; (++) : abondants ; (+++) : trés abondants ; (-) : absents.

Les résultats du criblage phytochimique de Juniperus phoenicea mentionnés dans le
tableau n°4, indiquent la présence dans les trois parties de la plante de divers composés avec
une grande abondance pour la plupart. Il s’agit notamment, des alcaloides, des flavonoides
(flavonoides libres et leucoanthocyanes), des dérivés anthracéniques combinés, des stérols et
triterpénes, des coumarines, des composés réducteurs, des oses et holosides et des mucilages.
D’autres constituants incluant les anthocyanes, les tanins galliques, les saponosides et les

carotenoides sont absents. Des différences sont toutefois observées entre les trois parties
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aériennes. En effet, les tanins (révélés par la réaction avec le trichlorure de fer (FeCls) et les
tanins catéchiques), les dérivés anthracéniques libres et les hétérosides cyanogénétiques mis en

évidence dans les feuilles et les rameaux du genévrier, s’avérent étre absents dans les baies.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par les travaux d’Alzand et al. (2014),
Latif et al. (2014) et Fadel et al. (2016). En effet, ces derniers ont signalé la présence des tanins,
flavonoides et alcaloides dans les extraits de J. phoenicea tandis que, Makhloufi et al. (2014) et

Amalich et al. (2016) ont rapporté respectivement, 1’absence des tanins et des alcaloides.

Une autre étude faite par EI-Sawi et al. (2014) confirme la présence des flavonoides mais
aussi, des glucides et des stérols et triterpénes dans les feuilles et les fruits de la plante, en

revanche, elle rapporte I’absence des coumarines, des anthraquinones et des alcaloides.

L’étude menée par Amalich et al. (2016) sur les mucilages, les oses et les holosides
confirment nos resultats contrairement a celle réalisée par Makhloufi et al. (2014). D’autre part,
la recherche des tanins galliques et des saponosides révélée négative au cours de notre analyse, a
¢té au contraire, positive selon 1’étude de Fadel et al. (2016). Tandis que les coumarines, se
trouvant en abondance dans nos trois échantillons, se sont avérées selon 1’étude de Medini et al.
(2013), absentes dans les extraits d’éthyle acétate et d’éther de pétrole et présentes en trés petite

quantité dans I’extrait méthanolique de I’espece.

Les composés phytochimiques sont connus pour posséder divers propriétés biologiques
qui peuvent contribuer a l'utilisation de J. Phoenicea et de T. vulgaris comme remedes en
médecine traditionnelle. Nous citons les alcaloides qui ont été rapportés comme étant
cytotoxiques, antihypertensifs et antiarhytmiques (Saxena et al., 2013). Les tanins peuvent
exercer des effets astringents, antidiarrhéiques, diurétiques, hémostatiques, antioxydants, anti-
inflammatoires et antimicrobiens (De Bruyne et al., 1999 ; Dolara et al., 2005; Geetha et
Geetha, 2014). Les flavonoides, en plus des trois derniéres propriétés suscitées, sont connus
pour étre des anti-allergiques, cytotoxiques, hépatoprotecteurs, antispasmodiques,
hypocholestérolémiants, diurétiques, antiviraux et cytotoxiques (Kokate, 1997 ; Ayoola et al.,
2008; Bruneton, 2009). D’autres phytoconstituants tels que les anthraquinones possédent des
activités antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Just et al., 1998; Wuthi-udomlert et al.,
2010), tout comme les coumarines qui ont en plus, la propriété d’étre anticoagulantes (Somboro
et al., 2011). Les composés réducteurs tels que les glycosides sont capables d’abaisser la tension
artérielle (Nyarko et Addy, 1990). Les terpenes, en général, possedent des propriétés

anticarcinogéniques, antimalariales, antiulcéreuses, antimicrobiennes ou encore, diurétiques
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(Langenheim, 1994 ; Dudareva et al., 2004). Les saponosides sont quant a eux, connus pour
leurs activités antifongiques, anti-inflammatoires, analgésiques, hémolytiques, immuno-
stimulantes, hypocholestérolémiantes, anticarcinogéniques, antioxydantes et antivirales
(Morrissey et Osbourn, 1999 ; Takechi et al., 1999 ; Traore et al., 2000; Roux et Catier.,
2007).

Les differents phytocomposés présents dans les deux espéces étudiées sont non seulement
considérés comme des constituants chimiques médicinaux actifs (Lingarao et Savithramma,
2011) mais aussi, des métabolites secondaires importants pour les plantes elles-mémes. En effet,
de part leurs diverses propriétés biologiques, ils conferent de trés bons effets pour les végétaux.
Molyneux et al. (1996) rapportent que les alcaloides sont capables d’assurer la survie et la
protection des plantes contre différents agents agresseurs comme les microorganismes, les
insectes et les herbivores. Ils peuvent méme agir contre d’autres plantes susceptibles d’étre
nuisibles par le biais de leur activité allélopathique. D’autre part, Anyasor et al. (2010)
signalent I’implication des saponosides dans la résistance végétale aux maladies en raison de leur
activité antimicrobienne tandis que, Winkel-Shirley (2001) montrent que les flavonoides jouent
un role trés important en protégeant les plantes contre le stress hydrique et en générant leur

tolérance aux métaux lourds présents dans les sols.
V.1.3- Composition minérale et teneurs en métaux lourds

Les résultats du dosage des éléments minéraux et des métaux lourds dans les parties

aériennes des trois plantes sélectionnées sont regroupes dans le tableau n°5.

Tableau n°5: Résultats de la minéralisation de Thymus vulgaris L. et de Juniperus
phoenicea L. :

Elément T. vulgaris de Tlemcen T. vulgaris de Mostaganem J. phoenicea

(ppm) Feuilles Tiges Feuilles Tiges Feuilles Tiges
Ag < 0.0032 < 0.0032 <0.0032 < 0.0032 < 0.0032 < 0.0032
Al 1.21+0.25 2.01+1.05 3.05+0.15 6.32+1.16 3.57+0.29 2.67+0.24
As <0.0100 < 0.0100 <0.0100 <0.0100 <0.0100 <0.0100

B 0.19+0.01 0.37+0.19 0.31+0.08 0.42+0.05 0.15+0.01 0.20+0.07
Ba 0.20+0.09 0.20+0.08 0.09+0.01 0.13+0.04 0.20+0.04 0.28+0.10

Be  0.001+0.0001 0.001+0.0002 0.001+0.00 0.001+0.0001 0.001+0.0001 0.001+0.00
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Bi
Ca
Cd
Co
Cr
Cu
Fe
K
Li
Mg
Mn
Mo
Na
Ni
)
Pb
Sb
Se
Si
Sn
Sr
Ti
Vv
W
Zn

Zr

<0.0510
45.19+19.17
<0.0040
< 0.0100
0.02+0.001
0.09+0.02

2.12+0.19

133.08+28.19 206.19+97.58 182.38+29.29

0.005+0.003
17.17+1.71
0.13+0.01
<1.9280
34.59+4.90
0.04+0.01
30.23+4.81
<0.0110
<0.0210
<0.0570
5.51+0.28
0.54+0.41
0.28+0.07
0.02+0.003
<0.0031
< 0.0060
0.14+0.01

0.04+0.004

<0.0510

25.87+1.70

< 0.0040

< 0.0100

0.01+0.004

0.09+0.03

3.75%£1.95

0.02+0.01

0.27+0.15

<1.9280

31.79+9.89

<0.0210

33.11+12.92

<0.0110
<0.0210
< 0.0570
4.82+0.87
0.46+0.11
0.21+0.06
0.06+0.01
< 0.0031
< 0.0060

0.23+0.12

0.03+0.001

<0.0510
33.49+5.18
<0.0040

< 0.0100

0.02 +0.003

0.10 £0.01

4.31+0.26

0.01+0.01

34.33+17.68 36.92+4.002

0.26+0.05
<1.9280
28.21+2.21
<0.0210
31.51+3.67
<0.0110
<0.0210
<0.0570
5.01+0.14
0.36 +0.14
0.21+0.03
0.09+0.01
<0.0031
< 0.0060
0.25+0.03

0.03+0.002

<0.0510
47.68+2.87

< 0.0040

< 0.0100

0.06+0.03
0.11+0.01

9.11+1.77

170.97+11.94

0.01+0.005

71.81+13.74

0.60+0.14
<1.9280
22.15+0.43
0.04+0.02
34.45+3.55
<0.0110
<0.0210
<0.0570
4.95+0.62
0.39+0.31
0.21+0.01
0.21+0.04
< 0.0031
< 0.0060
0.45+0.06

0.04+0.001

< 0.0510

52.71+10.27

<0.0040
< 0.0100
0.09+0.02
0.04+0.01
7.84+0.60
31.74+1.80
< 0.0024
7.63+2.18
0.23+0.01
<1.9280
42.17+1.48
0.05+0.01
40.13+0.88
<0.0110
<0.0210
<0.0570
5.44+0.46
0.51+0.11
0.22+0.004
0.06+0.01
<0.0031
< 0.0060
0.14+0.03

0.04+0.01

<0.0510
31.19+1.86
<0.0040
<0.0100
0.04+0.02
0.02+0.003
5.88+0.72
55.28+5.95
<0.0024
16.06+3.09
0.33+0.03
<1.9280
33.36+8.34
0.03+0.003
40.5045.69
<0.0110
<0.0210
<0.0570
4.87+0.34
0.49+0.05
0.47+0.08
0.05+0.01
<0.0031
< 0.0060
0.15+0.01

0.04+0.02

Toutes les valeurs (ppm) sont exprimées en moyenne de trois essais + écart type
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Nous constatons que les trois plantes sont riches en calcium, potassium, sodium,
magnésium, et phosphore. Les teneurs en calcium (excepté pour le thym de Mostaganem) et en
sodium sont plus importantes dans les feuilles (de 45.19 & 52.71 ppm et de 28.21 a 42.17 ppm,
respectivement) que dans les tiges (de 25.87 a 31.19 ppm et de 22.15 a 33.36 ppm,
respectivement). Par contre, les teneurs en potassium (sauf pour le thym de Mostaganem) et en
magnésium sont plus élevées dans les tiges (de 55.280 a 206.19 ppm et de 16.06 a 71.81 ppm,
respectivement) que dans les feuilles (de 31.74 a 133.08 ppm et de 7.63 a 36.92 ppm,
respectivement). Tandis que, les concentrations du phosphore sont plus ou moins équivalentes
dans les deux parties des plantes. Par ailleurs, les trois espéces ne contiennent le reste des
¢léments détectés qu’a de faibles teneurs c’est le cas par exemple, de I’aluminium (Al), fer (Fe),
bore (B), baryum (B), manganése (Mn), silicium (Si), zinc (Zn), étain (Sn) et strontium (Sr), ou
encore, en traces comme le béryllium (Be), le chrome (Cr) et le zirconium (Zr). En revanche,
d’autres métaux tels que I’argent (Ag), I’arsenic (As), le bismuth (Bi), le cadmium (Cd), le cobalt
(Co), le molybdéne (Mo), le plomb (Pb), I’antimoine (Sb), le sélénium (Se), le vanadium (V) et

le tungsténe (W) n’ont pas été détectés.

Des etudes réalisées sur T. vulgaris par Imelouane et al. (2011) et Maghrabi (2014) ont
montré que la richesse de 1’espéce en calcium (200511 et 20160 ppm), potassium (177265 et
14185 ppm), magneésium (53873 et 2380 ppm), sodium (937.2 ppm) et phosphore (3968.43 ppm)
était nettement plus importante que celle de nos deux plantes. Les métaux lourds étaient
également plus concentrés, nous citons : le fer (27095 et 274.1 ppm), le cuivre (8.83 ppm),
le zinc (359.46 et 19.56 ppm), le baryum (610.78 ppm), le manganése (731.41 et 22.29 ppm),
le nickel (1.87 ppm), le chrome (1.24 ppm), le sélénium (1.08 ppm), le plomb (88.88 ppm) et le
cadmium (1.04 ppm), rappelons que les trois derniers métaux n’ont pas été détectés dans nos
échantillons. L’étude de Abu-Darwish (2009) a également montré que le plomb, le nickel,
le cuivre, le manganese, le zinc et le fer étaient présents a des teneurs considérables (32.03,
23.85, 13.23, 15.52, 16.18 et 141.3 ppm, respectivement), en revanche, le cadmium, le chrome et

le cobalt n’ont pas été détectés.

Concernant J. phoenicea, les travaux de Achak (2006) ont rapporté que 1’espece €tait trés
riche en calcium, potassium et magnésium, leurs concentrations étant respectivement de 610, 204
et 42 ppm. Elles sont alors supérieures a celles relevees dans notre plante. Le sodium est par
contre beaucoup moins important (9 ppm). Certains métaux lourds sont également présents a des
teneurs appréciables tels que, le fer (19 ppm), le silicium (18 ppm), I’aluminium (13 ppm), le

cuivre (4 ppm), le zinc (4 ppm), le sélénium (2 ppm), le manganese (2 ppm) et le plomb (1 ppm)
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tandis que le cobalt, le baryum et le nickel n’ont pas été détectés. De méme, 1’étude de Abu-
Darwish et Ofir (2014) a montré que le genévrier contenait du manganese, zinc, cuivre et fer
et ce, a des concentrations maximales de 11.29, 40.71, 71.86 et 190.11 ppm, respectivement, en

revanche, le plomb et le cadmium n’ont pas été détectés.

Les teneurs en minéraux et en métaux lourds dépendent de I’espéce végétale et de la
capacité¢ de développement et d’absorption de son systéme racinaire mais aussi, des facteurs
environnementaux tels que la température et les propriétés du sol incluant sa nature, le pH,
’aération, I’humidité et la disponibilité des éléments (Yamamoto et Kozlowski, 1987 ; Forbes
et Watson, 1992; Rattan et al., 2005). Ceci pourrait justifier les différences relatées lors de la

comparaison entre nos résultats et ceux obtenus par les travaux suscités.

Les métaux lourds sont considérés comme des polluants, bien que les plantes requierent
certains d’entre eux pour leur croissance et leur entretien, leur accumulation en quantités
excessives peut devenir toxique pour les plantes (Djingova et Kuleff, 2000). Certains des effets
toxiques directs comprennent l'inhibition des enzymes cytoplasmiques et les dommages aux
structures cellulaires dues au stress oxydatif (Assche et Clijsters, 1990 ; Jadia et Fulekar,
2009). Un exemple d'effet toxique indirect est le remplacement des nutriments essentiels aux
sites d'échange de cations des plantes (Taiz et Zeiger, 2003). Concernant nos trois plantes,
I’analyse a bien indiqué la présence de certains métaux lourds (tableau n°5), toutefois, leurs
concentrations restent inférieures aux limites maximales autorisées par FAO/WHO (1984).
De plus, la majorité d’entre eux n’a pas été détectée, ce qui suggere que les plantes étudiées ne
présentent de toxicité ni pour elle-méme ni pour 1’étre humain, et que les niveaux des métaux
lourds présents rentrent dans les normes permises pour les herbes médicinales consommees.
Par ailleurs, elles constituent d’importantes sources de minéraux et en particulier, de calcium,

potassium, sodium, magnésium et phosphore.

V.2- Huiles essentielles

V.2.1- Rendement en huile essentielle

Les rendements moyens en huiles essentielles des parties aériennes de T. vulgaris et de
J. phoenicea extraites respectivement par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur d’eau,
ont été calculés en fonction de la masse du matériel végétal traité. Les résultats obtenus sont

résumeés dans le tableau n°6.
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Tableau n°6 : Les rendements en huiles essentielles de Thymus vulgaris et de Juniperus
phoenicea :

T. vulgaris | T. vulgaris de J. phoenicea
Huile essentielle

de Tlemcen | Mostaganem | Feuilles fraiches | Feuilles séches | Baies

Rendement (%) 4.2 2.2 0.15 0.21 0.14

Les résultats du tableau n°6 montrent que les feuilles seches du thym de Tlemcen ont
donné un rendement en huile essentielle de 4.2% qui est le taux le plus élevé comparé a celui
obtenu par le thym de Mostaganem (2.2%) et par le genévrier dont le rendement moyen de ses

trois parties aériennes, est de I’ordre de 0.17%.

Une étude faite par Giordani et al. (2008) sur différentes especes algériennes du genre
Thymus dont T. vulgaris récoltée de Souk Ahras, a 1’est du pays, a permis d’obtenir des
rendements moyens en huiles essentielles allant de 2 a 3%. Ces résultats sont relativement
proches du rendement du thym récolté de Mostaganem mais restent néanmoins inférieurs a celui
du thym de Tlemcen. Une autre étude réalisée par Brada et al. (2009) sur I’espéce provenant de
Chlef située au nord ouest de I’ Algérie, a montré également un rendement trés proche de celui du
thym de Mostaganem et qui est de ’ordre de 2.6%. D’autre part, des résultats inférieurs aux
notres ont été obtenus par T. vulgaris récoltée au nord du pays et plus exactement, a Blida et
Boumerdes correspondant a des taux respectifs de 1.58% (Bouguerra et al., 2017) et 1.1%
(Oulebsir-Mohandkaci et al., 2015).

En dehors de 1’ Algérie, une étude faite par Jordan et al. (2006) sur T. vulgaris d’Espagne
a donné des résultats semblables aux nétres (de 2.17 a 4.73%). Un rendement plus €levé en huile
essentielle a été noté par Badi et al. (2004) pour le thym de Jordanie (5.40%). Tandis que des
concentrations plus faibles ont été rapportées en Iran (1.87%) (Kazemi et al., 2012), au Mexique
(1.7%) (Soto-Medivil et al., 2006), au Maroc (1.0%) (Imelouane et al., 2009; EI-Akhal et al.,
2015) et en Inde (0.3%) (Syamasundar et al., 2008).

Concernant J. phoenicea, nous constatons que les feuilles seches ont donné le plus grand
rendement en huile essentielle (0.21%) comparé aux feuilles fraiches (0.15%) et aux baies
(0.14%) (tableau n°6). Ces résultats sont nettement plus faibles par rapport a ceux obtenus de
I’espéce récoltée de différentes régions d’Algérie. Nous citons 1’étude de Ramdani et al.
(2013) qui a permis d’obtenir a partir d’échantillons provenant de I’est du pays, les rendements

suivants : 0.7 % (station de Menaa a Batna), 0.75% (station de Boussdada a M’sila), 0.8%
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(station de Boutaleb a Sétif) et 0.92% (station de T°Kout a Batna et station d’Elhadjab a Biskra).
Une autre étude faite par Bekhechi et al. (2012) a partir de plusieurs stations réparties le long du
territoire national, a montre des teneurs tres variables en huile essentielle et qui sont comme suit:
a I’ouest : 0.32 — 0.89% (station de Ain Sefra a Nadma) et 0.79 — 1.32% (station de Honaine a
Tlemcen), au centre : 0.87 — 1.52% (station de Berine a Djelfa) et a ’est : 0.59 — 1.13% (station
de Fesdis a Batna). Toutefois et toujours selon la méme étude, la plante prélevée de la station de
Ben M’Hidi située a El Tarf, a I’est du pays, a donné des rendements plus faibles que ceux de

notre espece et qui sont de 1’ordre de 0.034 — 0.060%.

De nombreux autres travaux effectués sur le genévrier de Phénicie provenant du Portugal,
Espagne, Gréce, Egypte, Tunisie et Maroc, montrent des rendements en huile essentielle trés
variables et trés élevés comparés aux nétres. Ils sont respectivement de 0.41%, 0.66%, 0.58%
(Robert et al., 1996), 0.36% (EI-Sawi et al., 2007), 0.90% (Ennajar et al., 2009) et 1.62%
(Derwich et al., 2010).

Les différences de quantités d’huile essentielle observées chez Thymus vulgaris et
Juniperus phoenicea peuvent étre liées selon Kelen et Tepe (2008) au choix de la période de
récolte car elle est primordiale en terme de rendement et de qualit¢ de I’huile essentielle.
D’autres facteurs peuvent également influencer tels que la zone géographique de collecte, le
climat, la génétique de la plante, ’organe utilis¢, le stade de développement, le degré de
fraicheur, la période de séchage, la méthode ainsi que le matériel d’extraction utilisés (Sefidkon
et al., 2001; Vekiari et al., 2002).

V.2.2- Analyse de la composition chimique

L’analyse chimique des huiles essentielles de T. vulgaris et de J. phoenicea réalisée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG - SM) ont permis

d’obtenir les résultats résumés ci-dessous dans les tableaux n°7 et 8.

Tableau n°7 : Composition chimique des huiles essentielles de Thymus vulgaris :

N° Composés T. vulgaris de Tlemcen T. vulgaris de Mostaganem
IR Aire (%) IR Aire (%)

1 Méthyl-2-méthylbutanoate 775 0.1 775 tr

2 Ethyl butyl kétone 886 tr 885 tr

3 o-Thujéne 934 1.0 934 1.0

4 a-Pinéne 944 1.6 944 5.7
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25
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28
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Thuja-2,4(10)-diéne isomeére

Camphene
Thuja-2,4(10)-diéne
1-Octen-3-ol
Sabinéne
3-Octanone
B-Pinene

Myrcéne

3-Octanol
a-Phellandréne
5-3-Caréne
a-Terpinéne
p-Cymene
Limonéne
B-Phellandréne
(E)-B-Ocimene
y-Terpinéne
cis-Sabinene hydrate
3-Nonen-1-ol
3-Nonanone
trans-Linalool oxyde
Terpinoléne
Linalool

Nonanal

trans-Sabinéne hydrate

trans-Pinocarvéol

cis-Verbénol

p-Mentha-1,5-diene-8-ol

Bornéol
Terpinen-4-ol
p-Cymen-8-ol
a-Terpinéol
cis-Dihydrocarvone

trans-Dihydrocarvone

953

961

965

978

983

986

990

993

995

1014
1021
1026
1033
1038
1041
1050
1067
1077
1080
1087
1096
1098
1102
1105
1109
1156
1158
1179
1183
1192
1194
1203
1211
1220

tr
0.1
tr
0.1
tr
0.1
0.2
1.4
0.1
0.2
0.1
1.3
6.0
0.4
0.2
0.1
10.1
0.1
0.1
tr
tr
0.1
2.7
0.1
0.1
tr
tr
tr
0.1
0.4
tr
0.1
0.1
0.1
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952

961

965

978

983

986

990

993

995

1014
1021
1026
1033
1038
1041
1050
1067
1077
1079
1087
1096
1098
1102
1105
1109
1156
1158
1178
1183
1192
1194
1203
1211
1220

tr
0.4
tr
0.6
tr
0.3
0.4
1.4
0.1
0.2
0.1
1.1
5.6
1.0
0.3
0.1
8.7
0.1
0.2
tr
tr
0.1
5.1
0.1
0.1
0.1
0.1
tr
1.2
0.4
0.1
0.1
0.2
0.3
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39 trans-Carvéol 1230 tr 1230 tr
40 Carvacrol méthyl éther 1251 0.1 1251 0.3
41 Carvone 1259 tr 1259 0.1
42 Thymol méthyl éther 1294 2.9 1294 0.7
43 Carvacrol 1300 tr 1300 tr
44  Thymol 1309 67.3 1309 59.5
45 Eugeénol 1369 tr 1370 tr
46 a-Copaéne 1400 tr 1400 tr
47 B-Bourbonéne 1413 tr 1413 0.1
48 (E)-B-Caryophylléne 1451 1.4 1451 1.9
49 B-Copaéne 1458 tr 1458 0.1
50 Aromadendréne 1471 0.1 1471 0.2
51 a-Humuléne 1486 tr 1486 0.1
52 allo-Aromadendréne 1493 tr 1494 0.1
53 y-Muurolene 1501 0.1 1501 0.1
54 Germacrene D 1511 tr 1512 0.1
55 Ledéne 1525 0.1 1525 0.2
56 Bicyclogermacrene 1527 tr 1527 0.1
57 y-Cadinéne 1541 0.1 1542 0.1
58 8-Cadinene 1546 0.1 1546 0.2
59 Cadina-1,4-diene 1559 tr 1559 tr
60 a-Cadinéne 1564 tr 1564 tr
61 Spathulénol 1612 0.1 1612 0.3
62 Caryophyllene oxyde 1621 0.2 1622 0.2
63 Globulol 1630 tr 1630 tr
64 Isospathulénol 1670 0.1 1670 0.1
65 t-Cadinol 1672 tr 1672 tr
66 a-Cadinol 1685 tr 1685 tr

Total identifiés 99.0 99.3

IR : Indice de rétention ; tr : Traces (valeurs moins de 0.05%).
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Nous constatons selon les résultats d’analyse présentés dans le tableau n°7 que les huiles
essentielles des feuilles seches de T. vulgaris de Tlemcen et de Mostaganem, renferment 66
composés volatiles représentant un total de 99.0% et 99.3%, respectivement. Ces échantillons
sont principalement constitués d’'un mélange de monoterpénes, de sesquiterpeénes et de leurs
dérivés oxygénés. lls sont principalement riches en thymol qui représente le composant majeur
avec un taux de 67.3% dans le thym de Tlemcen et de 59.5% dans celui de Mostaganem.
D’autres constituants sont également présents a des teneurs appréciables : y-terpinene (8.7 —
10.1%), p-cymene (5.6 — 6.0%), a-pinéne (1.6 - 5.7%), linalool (2.7 - 5.1%), thymol méthyl éther
(0.7 - 2.9%), (E)-p-caryophylléne (1.4 - 1.9%), myrcéne (1.4%), o-terpinene (1.1 — 1.3%) et
a-thujéne (1.0%).

La forte prédominance du thymol indique qu’il représente le chémotype des deux huiles
essentielles de T. vulgaris. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus pour la méme espece
originaire d’Egypte (Aziz et al., 2008), Arabie Saoudite (Agili, 2014), Italie (Mancini et al.,
2015), Roumanie (Boruga et al., 2014) et Brésil (Porte et Godoy, 2008). En effet, le thymol a
été identifié comme étant le composant majeur présent a des teneurs allant de 44.4 a 67.5%.
Celui-ci décrit également le chémotype de différentes espéces de Thymus en Algérie notamment,
T. algeriensis (29.5%), T. pallescens (49.3%) (Hazzit et al., 2009), T. fontanesii (67.8%)
et T. numidicus (68.2%) (Kabouche et al., 2005), en revanche, concernant T. vulgaris,
Bouguerra et al. (2017) ont montré que I’huile essentielle de Blida (nord d’Algérie) est
caractérisée par le linalool a 82.88% alors que le thymol représente seulement 4.92%. D’autre
part, Brada et al. (2009) ont montré que celle de Chlef (nord ouest d’Algérie) est représentée
principalement par le carvacrol (48.4%) alors que le thymol n’est présent qu’a 5.6%. Par
comparaison, nos deux échantillons contiennent le linalool a des concentrations nettement plus

faibles (2.7 — 5.1%) tandis que le carvacrol ne se trouve qu’en traces.

D’autres travaux effectués sur T. vulgaris provenant d’Espagne (Jordan et al., 2006),
Iran (Kazemi et al., 2012), Mexique (Soto-Mendivil et al., 2006) et Jordanie (Hudaib et
Aburjai, 2007) rapportent que I’huile essentielle est représentée respectivement par le
chémotype 1,8-cinéole, camphre, bornéol et carvacrol. Par comparaison, les deux premiers
composés sont absents dans nos deux huiles essentielles tandis que les deux derniers se trouvent

en faibles quantités ou encore, en traces.
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Selon Badi et al. (2004) et Sefidkon et al. (2009), le début de floraison est la période la
plus propice a I’obtention du meilleur rendement en huile essentielle et de la teneur la plus
élevée en thymol chez Thymus vulgaris L.. Ceci pourrait expliquer les résultats obtenus lors des
analyses de nos deux plantes, qui ont été récoltées durant le mois de mai, sachant que la période

de floraison de I’espéce a lieu de mai a aott (Hoffman, 2003).

Les resultats de I’analyse de la composition chimique des huiles essentielles de Juniperus

phoenicea par CPG-SM sont regroupés dans le tableau n°8.

Tableau n°8 : Composition chimique des huiles essentielles de Juniperus phoenicea :

N° Composes IR Feuilles fraiches Feuilles seches  Baies
1 Tricycléne 934 0.1 0.1 0.2
2 o-Pinéne 945 25.1 20.3 43.7
3 a-Fenchéne 959 tr - 0.1
4 Camphene 961 0.1 0.1 0.3
5 Thuja-2,4(10)-diéne 965 tr - 2.9
6 Sabinéne 983 0.3 0.2 0.4
7 B-Pinéne 990 1.4 1.3 1.1
8 Myrcene 993 8.5 8.2 2.1
9 2,3-Dehydro-1,8-cinéole 999 - - 0.1
10 Verbenene 1001 - - 0.5
11 &-2-Caréne 1010 0.7 0.7 0.2
12 1,3,8-p-Menthatriéne 1013 - - 1.4
13 a-Phellandréne 1014 4.7 4.5 -

14 0-Cymenene 1021 - - 0.1
15 a-Terpinene 1025 0.1 0.1 0.3
16 m-Cymeéne 1029 - - tr

17 p-Cymene 1033 2.7 3.0 5.8
18 Limonene 1039 2.3 2.5 2.1
19 B-Phellandréne 1042 43.9 44.9 4.6
20 (E)-B-Ociméme 1050 0.1 0.1 -

21 y-Terpinéne 1067 0.1 0.1 0.3
22 Terpinoléne 1097 1.7 1.8 -

23 p-Cymenéne 1098 - - 1.4
24 Linalool 1102 tr - -
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25 Perilléne 1105 tr - 0.2
26 cis-Thujone 1129 - - tr
27 cis-p-Menth-2-en-1-ol 1134 0.1 0.1 0.2
28 a-Campholénal 1138 0.1 0.1 4.0
29 trans-p-Menth-2-en-1-ol 1151 0.1 - 0.3
30 cis-Verbénol 1154 tr - 0.3
31 trans-Pinocarveol 1156 0.1 0.1 1.7
32 trans-Verbénol 1158 - - 1.2
33 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1178 - - 1.2
34 Bornéol 1183 - - 0.1
35 Terpinen-4-ol 1191 0.1 - 0.4
36 p-Cymen-8-ol 1194 - - 0.2
37 (4E)-Decenal 1197 tr - -
38 o-Terpinéol 1203 0.4 0.4 4.3
39 trans-4-Caranone 1208 - - 0.2
40 Myrténol 1211 - - 0.5
41 Myrténal 1213 tr - 0.7
42 trans-Piperitol 1219 - - 0.1
43 cis-Piperitol 1220 tr - -
44 Verbénone 1226 - - 0.2
45 trans-Carvéol 1230 - - 0.5
46 Carvacrol méthyl ether 1240 tr 0.1 -
47 Thymol methyl ether 1251 tr - tr
48 Cuminaldéhyde 1256 tr - 0.4
49 Carvone 1258 - - 0.1
50 Dec-9-en-1-ol 1259 0.2 0.2 -
51 Carvotanacétone 1263 tr - -
52 cis-Chrysanthényl acétate 1267 - - 0.1
53 Pipériton 1270 tr 0.1 0.3
54 Phellandral 1294 0.1 0.1 1.1
55 Cumin alcohol 1301 - - 0.2
56 p-Mentha-1,3-dien-7-al 1302 - - 0.2
57 Carvacrol 1306 - - 0.1
58 Déca-(2E,4E)-dien-1-ol 1314 - - -
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59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

Brasila-1,10-diene
d-Elemene

Terpinyl acétate
a-Cubeben
African-1-éne
a-Copaene
B-Eleméne
2,5-Diméthoxy-4-isopropyltoluene
Sibirene
African-3(15)-éne
(E)-p-Caryophyllene
v-Elemene
B-Copaéne
Thujopséne
Cadina-3,5-diene
a-Humulene
v-Muurolene
a-Amorphene
Bicyclosesquiphellandréne
B-Selinene
a-Muuroléne
a-Selinéne
y-Cadinéne
5-Cadinéne
Cadina-4,11-diéne
a-Cadinene
a-Calacoréne

Elemol

4-epi-Maaliol
Salviadienol
Spathulénol
Caryophyllene oxyde
Salvial-4(14)-en-1-one

Torilénol

1319
1356
1361
1369
1377
1400
1412
1428
1429
1432
1451
1453
1458
1465
1479
1485
1500
1504
1511
1519
1523
1526
1541
1546
1559
1563
1572
1573
1574
1581
1613
1621
1631
1642

tr
0.1
tr

0.1
0.8

tr

tr
0.3
tr

1.0
0.1
0.4

0.2
0.4
tr
tr

0.2

Résultats et discussion

- 0.1
- tr
0.2 0.1
- tr
- tr
- tr
0.3 0.3
0.1 -
0.1 0.2
1.6 15
- 0.1
0.5 0.6
0.2 0.4
1.5 0.5
0.1 0.1
0.4 0.2
- tr
0.3 0.2
0.6 0.1
- 0.1
0.2 -
0.2 -
- 0.5
- 0.3
0.6 2.7
- 0.3
- 0.4
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93 Humuléne époxyde Il 1648 0.1 0.1 0.8
94 Alismol 1658 0.2 0.3 0.2
95 y-Eudesmol 1665 tr 0.1 -
96 t-Cadinol 1670 tr - -
97 t-Muurol 1672 0.1 0.1 -
98 a-Cadinol 1685 0.1 0.1 -
99 a-Eudesmol 1689 - 0.1 -
100 2,3-Dihydrofarnésol 1698 0.1 0.2 -
101 14-Hydroxy-9-épi-(E)-caryophylléne 1702 - - 0.2
102 Cadaléne 1706 - - tr
103 Eudesma-4(15),7-dien-1-b-ol 1721 - - 0.3
104 Manool oxyde 2049 0.9 1.1 0.3
Total identifiés 98.1 98.3 96.4

IR : Indice de rétention ; tr : Traces (valeurs moins de 0.05%) ; - : Non identifié.

L’analyse chimique des huiles essentielles des feuilles (fraiches et seéches) et des baies de
J. phoenicea (tableau n°8), a permis d’identifier 63, 46 et 78 composés volatiles représentant un
total de 98.1%, 98.3% et 96.4% des huiles respectives. Ces derniéres sont riches en composées
d’hydrocarbures monoterpéniques. Pour les feuilles, le principal constituant est le 3-phellandrene

(43.9 - 44.9%) suivi de l'a-pinéne (20.3 - 25.1%) et pour les baies, il s’agit de I'a-pinéne (43.7%).

De nombreux travaux ont révélé que les huiles essentielles des feuilles et des baies du
genévrier de Phénicie originaire du nord du bassin méditerranéen, sont dominées par 1’a-pinéne
incluant, 1’ Algérie (Bekhechi et al., 2012), le Maroc (Derwich et al., 2010), la Tunisie (Ennajar
et al., 2007), I’Egypte (El-Sawi et al., 2007), les iles Canaries et Madére (Adams et al., 2009).
Ceci confirme nos résultats concernant les huiles essentielles des baies. Cependant, une étude
menée sur J. phoenicea provenant de la région de Tabarka au nord ouest de la Tunisie a rapporté
que les huiles des feuilles étaient caractérisées par B-phellandrene (47.14%) (Riahi et al., 2013).
Ce qui corrobore les résultats constatés dans nos echantillons de feuilles.

Des analyses effectuées sur J. phoenicea var. turbinata récoltée dans la région de Tarifa en
Espagne et de Crotone en Italie, ont révélé également la prédominance des huiles essentielles des
feuilles par B-phellandréne. En effet, celui-ci est présent respectivement a des teneurs de 31.5%
et 24.6% alors que a-pinéne 1’est a 25.0% et 17.7% (Adams et al., 2014). Un autre rapport sur

J. phoenicea var. turbinata provenant du Portugal a montré que 1’huile des feuilles contenait du
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B-phellandréne et du o-pinéne a des pourcentages plus ou moins équivalents ; 28.8% pour le

premier et 27.8% pour le second (Cavaleiro et al., 2001).

Par ailleurs, 1’analyse chimique de nos échantillons a permis de réveler la présence
d’autres composés a des teneurs appréciables tels que le myrcene (8.2 - 8.5%), a-phellandrene
(4.5 — 4.7%), p-cyméne (2.7 — 3.0%) et limonéne (2.3 — 2.5%) en ce qui concerne les feuilles
fraiches et séches et de p-cyméne (5.8%), B-phellandréne (4.6%), o-terpinéol (4.3%),
a-campholénal (4.0%), thuja-2,4(10)-diene (2.9%), oxyde de caryophylléne (2.7%), limonene
(2.1%) et myrcéne (2.1%) en ce qui concerne les baies. Certains des composeés suscités ont
¢galement été trouvés a des concentrations non négligeables par des travaux antérieurs. C’est le
cas du myrcene (4.0%), limonéne (2.2%) (Ait-Ouazzou et al., 2012), a-phellandrene (7.39%)
(Derwich et al., 2010) et de I’oxyde de caryophylléne (2.06%) (Alfitori et al., 2014). Toutefois,
des constituants tels que d8-3-caréne, Germacrene B et Germacréne D rapportés présents par
plusieurs auteurs notamment, Derwich et al. (2010); Bekhechi et al. (2012) et Ramdani et al.

(2013), sont constatés absents dans nos trois huiles essentielles.

Les variations de composition chimique rencontrées dans les huiles essentielles des deux
especes étudiées du point de vue qualitatif et quantitatif, peuvent étre attribuées a un ou plusieurs
facteurs tels que la zone géographique, le climat, la période de récolte, les conditions de
stockage, la durée de séchage, la méthode d’extraction utilisée, la partie de la plante, le stade de
développement, le génotype et la présence de chémotype. Tous ces facteurs peuvent influencer
les voies de biosynthése des plantes et avoir des conséquences sur la proportion relative des
principaux composeés caractéristiques (Ennajar et al., 2009; Oliva et al., 2010 ; Viuda-Martos
et al., 2011). Le facteur chémotype concerne tout particuliérement 1’espéce T. vulgaris. En effet,
celle-ci est tres connue pour son polymorphisme chimique (Kaloustian et Hadji-Minaglou,
2013). On lui reconnait généralement sept chémotypes différents : thymol, carvacrol, géraniol,
a-terpinéol, thuyanol-4, linalool et 1,8-cinéole (Stahl-Biskup et Saez, 2002; Bensouilah et
Buck, 2006).

V.3- Etude de ’activité antimicrobienne

V.3.1- Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des agents antimicrobiens standards

L’évaluation de la sensibilité des souches microbiennes testées par antibiogramme et

antifongigramme, nous a permis d’obtenir les résultats ci-apres (tableau n°9).
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Tableau n°9 : Résultats de I’activité antimicrobienne des antibiotiques et des antifongiques
exprimeés par le diamétre de la zone d’inhibition en mm :

Agent anti- B.c E.c P.a P.m P.v Ca A.b
microbien

AK 23.5+£0.71 28.5%2.12 26.5+0.71 27+0.00 33%0.00 - -

AML 9+0.00 26x1.41 10.5+0.71 38.5x2.12 0 - -

AMP 0 24+0.00 0 39.5+0.71 0 - -

CAR 9.5+0.71  27+1.41 26.5+3.54 44.5+2.12 35.5+0.71 - -

KZ 10+0.00 27141 0 33+2.83 18.5+0.71 - -
KF 12.5+£0.71 21.5%2.12 0 35+1.41 12+0.00 - -
C 26x1.41  35+0.00 11+0.00 34.5+0.71 38.5+0.71 - -

AUG 7.5+0.71 26+0.00 11+1.41 38.5+2.12 0 - -
DXT 27+0.00 28.5+2.12 19+0.00 19+1.41 23+0.00 - -
E 25.5+2.12 114141 0 0 0 - -
CN 23.5+0.71 23.5+2.12 27+0.00 25+1.41 29.5+0.71 - -
NA 23.5+¢0.71 30+0.00 9.5+#0.71 32.5+2.12 32+2.83 - -
N 22+0.00 23.5+0.71 13+1.41 22.5+2.12 24.5+0.71 - -
NOR 29+0.00 36.5+3.54 32.5+3.54 42.5+2.12 35.5+0.71 - -
OX 0 0 0 20+2.83 0 - -
PRL 17+0.00  26+2.83 294141 42.5+0.71 39.5+0.71 - -
PB 9.5+0.71 16+0.00 17.5+0.71 12.5+2.12 0 - -
SXT 22+2.83 32.5:0.71 0 34.5+2.12 33+141 - -
TOB 22.5+0.71 23.5+0.71 255+2.12 25+2.83 27+1.41 - -
Econazole - - - - - 29.33+0.58 29.67+0.58

Clotrimazole - - - - - 19.33+1.15 12.33+1.15

B.c: Bacillus cereus ATCC 10876; E.c: Escherichia coli ATCC 25922; P.a: Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853; P.m: Proteus mirabilis ATCC 35659; P.v: Proteus vulgaris ATCC 6380; C.a: Candida
albicans ATCC 10231; A.b: Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 ; ATCC : American Type Culture
Collection.

Toutes les valeurs (zone d'inhibition incluant le diamétre du disque de 6 mm) sont exprimées en moyenne
de trois essais * écart type.
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Nous constatons d’aprés les résultats présentés dans tableau n°9 que les souches
bactériennes et fongiques testées ont présenté différents degrés de sensibilité a la plupart des
agents antimicrobiens employés. Les diamétres des zones d’inhibition enregistrés varient entre
7.5et44.5 mm.

Selon Ponce et al. (2003) et Moreira et al. (2005), la sensibilité des germes a été classée par le
diameétre des halos d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour les diamétres moins de 8 mm ;
sensible (+) pour les diametres de 9 a 14 mm ; tres sensible (++) pour les diamétres de 15 a

19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diameétres de plus de 20 mm.

Les antibiotiques qui ont donné les plus grandes zones d’inhibition sont les suivants :
carbénicilline (CAR) contre Proteus mirabilis ATCC 35659 (44.5 mm), pipéracilline (PRL)
contre Proteus vulgaris ATCC 6380 (39.5 mm) et norfloxacine (NOR) contre Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Bacillus cereus ATCC 10876
(36.5 mm, 32.5 mm et 29 mm, respectivement). Par ailleurs, ceux qui se sont montrés inactifs
contre plus de deux bactéries sont les suivants : ampicilline (AMP) vis-a-vis de B. cereus,
P. aeruginosa et P. vulgaris, oxacilline (OX) vis-a-vis de ces trois derniéres et d’E. coli ainsi

que, erythromycine (E) contre P. aeruginosa, P. mirabilis et P. vulgaris.

Concernant les antifongiques, 1’éconazole s’est avéré étre le plus actif, les halos
d’inhibition ont été enregistrés a des diamétres de 29.33 mm contre Candida albicans ATCC
10231 et de 29.67 mm contre Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 tandis qu’avec le

clotrimazole, les diametres ont été obtenus respectivement a 19.33 mm et 12.33 mm.

V.3.2- Etude de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles

V.3.2.1- Technique de ’aromatogramme (Méthode de Vincent)

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de T. vulgaris et de
J. phoenicea par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé, nous a permis d’obtenir
les résultats présentés dans le tableau n°10. Nous remarquons que les souches les plus sensibles
sont Bacillus cereus ATCC 10876 et Candida albicans ATCC 10231. En effet, celles-ci ont été

les seules a étre inhibées par toutes les huiles essentielles testées.

N.B : Les résultats sont également illustrés en figures dans I’annexe n°9.
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Tableau n°10 : Résultats de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de Thymus
vulgaris et de Juniperus phoenicea exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition en mm :

Souches T.vulgaris de T. vulgaris de J. phoenicea

Tlemcen Mostaganem  Feuilles fraiches Feuilles seches Baies

B. cereus
ATCC 10876 99.67+£0.58 50.33 +0.58 34.67 +0.58 31.67 £+0.58 16.67 +£0.57

E. coli
ATCC 25922 33.33+1.15 31 £0.00 0 0 0
P. aeruginosa
ATCC 27853 13+£1.73 11.33 £0.58 0 0 0
P. mirabilis
ATCC 35659 36 = 0.00 35.67 £2.31 0 0 0
P. vulgaris
ATCC 6380 30.33+0.58 26.67 +0.58 0 0 6.33 + 0.58
C. albicans
ATCC 10231 42 +1.73 46.67 +0.58 11+£0.00 105 £0.71 9.67 + 0.57
A. brasiliensis 1333 4+ (53 18 + 173 . . ;
ATCC 16404

Toutes les valeurs (zone d'inhibition incluant le diamétre du disque de 6 mm) sont exprimées en moyenne
de trois essais + écart type; ATCC: American Type Culture Collection.

Les huiles de thym ont exercé un pouvoir antimicrobien trés important comparé a celui
des huiles du genévrier. Celle de T. vulgaris de Tlemcen a été légérement plus active sur les
bactéries que celle de Mostaganem, en revanche sur les moisissures, nous constatons le contraire.
Les diameétres des zones d’inhibition varient entre 13 et 59.67 mm pour la premicre et entre
11.33 et 50.33 mm pour la seconde. Par comparaison entre les souches, la bactérie la moins
sensible aux huiles de thym semble étre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tandis que chez
les moisissures, il s’agit d’Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. En effet, les diametres des
zones d’inhibition obtenus sont les plus faibles (de 11.33 & 13 mm et de 13.33 a 18 mm,
respectivement). Cela n’est pas surprenant concernant P. aeruginosa étant donné que celle-ci est
connue pour sa trés forte résistance a 1’action de la plupart des huiles essentielles (Dorman et
Deans, 2000; Burt, 2004).

Concernant J. phoenicea, a I’exception des deux souches précitées, les huiles des feuilles

(fraiches et seches) et des baies ont été dénuées d’effet contre les cinq autres souches testées.
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La plus grande zone d’inhibition a été obtenue contre B. cereus par 1’huile des feuilles fraiches
(34.67 mm) suivi de tres pres par celle des feuilles séches (31.67 mm) puis par celle des baies
(16.67 mm). Par ailleurs, I’effet inhibiteur exercé contre C. albicans a été nettement moins

important. Les diametres des halos formés varient entre 9.67 et 11 mm.

Des travaux antérieurs confirment que 1’huile essentielle de Thymus vulgaris posséde un
effet antimicrobien puissant contre un large éventail de microorganismes (Azaz et al., 2004 ;
van Vuuren et al., 2009). Selon Borugi et al. (2014), les diamétres des zones d’inhibition
obtenus en testant 1’huile sur E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 et C. albicans
ATCC 10231 sont respectivement de 30.67 mm, 14 mm et 25.74 mm. Les résultats sont plus ou
moins semblables aux notres en ce qui concerne les deux bactéries, par contre, la levure semble
beaucoup moins sensible. Une autre étude faite par Al-Magqtari et al. (2011), a montré qu’E. coli
était légerement plus résistante (23.9 mm) et que P. aeruginosa était plus sensible (26.6 mm) a
I’huile essentielle. D’autre part, un halo d’un diamétre aussi grand que ceux obtenus par nos
huiles contre B. cereus ATCC 10876 (supérieur a 45 mm) a été noté par Hyun et al. (2015).
La susceptibilité de Proteus sp. (Kazemi et al., 2012) et d’Aspergillus sp. (da Silva et al., 2012)
a également été constatée.

Certaines études ont rapporté I’inefficacité des huiles essentielles de Juniperus phoenicea
contre certains germes incluant E. coli (Ait-Ouazzou et al., 2012; Ramdani et al., 2013) et
P. aeruginosa (Mazari et al., 2010; Ait-Ouazzou et al., 2012). Ce qui est en accord avec nos
résultats tandis que, d’autres rapports ont montré que les huiles de I’espece ont inhibé la
croissance des deux bactéries suscitées, en plus de certaines autres souches sélectionnées lors de
notre étude. Effectivement, d’apres Bouyahyaoui et al. (2016), des zones d’inhibition de
diametres plus ou moins importants ont été obtenus pour E. coli (25, 29 et 24 mm),
P. aeruginosa (18, 19 et 9 mm), P. mirabilis (12, 14 et 8 mm) et C. albicans (18, 29, 12 mm) par
les huiles des feuilles fraiches, feuilles séches et des baies, respectivement. D’autre part, EI-Sawi
et al. (2007) ont constaté que 1’huile des baies était inactive contre certaines souches notamment,
B. cereus et C. albicans alors que celle des feuilles a donné respectivement, des halos de 20 et

28 mm de diamétre.

102



Chapitre V Résultats et discussion

V.3.2.2- Détermination des concentrations minimales inhibitrice (CMI), bactéricide
(CMB) et fongicide (CMF)

La détermination des parametres antimicrobiens (CMI, CMB et CMF) des huiles
essentielles de T. vulgaris et de J. phoenicea a été effectuée seulement sur les germes ayant
présenté une sensibilité par le test d’aromatogramme. Les résultats obtenus sont résumés dans les

tableaux n°11 et 12.

Nous remarquons que les deux huiles essentielles du thym ont exercé une grande activité
contre les sept souches testées (tableau n°11). Pour celle de Tlemcen, les valeurs ont été
obtenues a une gamme allant de 0.312 a 5 pl/ml pour la CMI, de 0.312 a 10 pl/ml pour la CMB
et a 1.25 pl/ml pour la CMF. Pour celle de Mostaganem, la gamme est de 0.312 a 1.25 pl/ml
pour la CMI, de 0.312 a 10 pl/ml pour la CMB et de 0.625 a 2.5 pl/ml pour la CMF.

Tableau n°11: Valeurs des parametres antimicrobiens des huiles essentielles de Thymus
vulgaris exprimées en pl/ml:

Souches T. vulgaris de Tlemcen T. vulgaris de Mostaganem
CMI CMB CMB/CMI  Activité CMI CMB CMB/CMI Activité
CMF CMF/CMI CMF CMF/CMI

B.c 0312 0.312 1 Bactéricide  0.312 0.625 2 Bacteéricide
Ec 0.625 0.625 1 Bactéricide  0.312 0.312 1 Bacteéricide
P.a 5 10 2 Bactéricide 1.25 10 8 Bactériostatique
P.m 0.625 0.625 1 Bactéricide  0.312 0.312 1 Bactéricide
Pv  0.625 0.625 1 Bactéricide  0.312 0.625 2 Bactéricide
Ca 0312 125 4 Fongicide 0.312 0.625 2 Fongicide
Ab 0625 1.25 2 Fongicide 0.625 2.5 4 Fongicide

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice; CMB : Concentration Minimale Bactéricide; CMF:
Concentration Minimale Fongicide ; B.c: Bacillus cereus ATCC 10876; E.c: Escherichia coli ATCC
25922; P.a: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; P.m: Proteus mirabilis ATCC 35659; P.v: Proteus
vulgaris ATCC 6380; C.a: Candida albicans ATCC 10231; A.b: Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

La susceptibilité a eté particulierement importante chez B. cereus envers 1’huile du thym
de Tlemcen et chez E. coli et P. mirabilis envers celle du thym de Mostaganem. Effectivement,
la CMI et la CMB ont été toutes deux enregistrées a la plus faible valeur, qui est de 1’ordre de

0.312 pl/ml. Par contre, la sensibilité 1’est beaucoup moins chez P. aeruginosa ; la CMI et la
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CMB étant obtenues a des valeurs plus élevées, de 1.25 a 5 pl/ml pour la premiere et a 10 pl/ml

pour la deuxiéme.

Les résultats du tableau n°12 montrent que les huiles essentielles de J. phoenicea ont été
beaucoup plus actives contre B. cereus que contre C. albicans. Le plus grand effet antimicrobien
a été exercé par I’huile des feuilles séches ; les valeurs de CMI et de CMB ayant été les plus
faibles (0.312 et 0.625 ul/ml, respectivement), tandis que pour les huiles des feuilles fraiches et
des baies, la CMI et la CMB ont été obtenues respectivement a 1.25 et 2.5 ul/ml. D’autre part,
C. albicans n’a été sensible qu’envers I’huile essentielle des baies, la CMI et la CMF ont été

notées respectivement a 2.5 et 10 pl/ml.

Tableau n°12 : Valeurs des parametres antimicrobiens des huiles essentielles de Juniperus
phoenicea exprimeées en pl/ml :

Huile Bacillus cereus ATCC 10876 Candida albicans ATCC 10231
essentielle CMI CMB CMB/CMI Activité CMI CMF CMF/CMI Activité
Feullles 455 55 2 Bactéricide >10 >10  ND ND
fraiches
Feuilless 0312 0.625 2 Bactéricide >10 >10 ND ND
séches
Baies 125 25 2 Bactéricide 2.5 10 4 Fongicide

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice; CMB : Concentration Minimale Bactéricide; CMF:
Concentration Minimale Fongicide ; ND : Non déterminée.

Selon Marmonier (1990), si le rapport d’activit¢é CMB/CMI ou CMF/CMI d’une
substance antimicrobienne est inférieur ou égal a 4, cette derniére est qualifiée de substance
bactéricide ou fongicide et si le rapport est supérieur a 4, elle est alors dite bactériostatique ou
fongistatique. En se référant aux résultats obtenus dans les tableaux n°11 et 12, nous constatons
d’une part, que les deux huiles de T. vulgaris, sont bactéricides et/ou fongicides envers les
souches testées, néanmoins, une exception est a noter pour celle de Mostaganem vis-a-vis de
P. aeruginosa ou le rapport CMB/CMI est estimé a 8, elle est alors considérée comme
bactériostatique. D’autre part, pour J. phoenicea, une activité bactéricide a été mise en évidence
pour les trois huiles essentielles contre B. cereus et une activité fongicide a été observée
uniquement pour 1’huile des baies contre C. albicans. Nos résultats corroborent ceux d’autres
travaux, notamment, en ce qui concerne le thym. En effet, une activité bactéricide, a été

démontrée contre E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis (Sokovi¢ et al., 2010) et B. cereus (Hyun
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et al., 2015), les valeurs de CMI et de CMB ont été, respectivement, de ’ordre de 1 ug/ml et
1.5 pg/ml pour les trois premiéres souches et de 625 mg/ml et 2500 mg/ml pour la derniére. Par
ailleurs, une étude menée par El-Sawi et al. (2007), a montré que I’huile des feuilles du
genevrier de Phénicie était active contre B. cereus et C. albicans ; les valeurs de CMI ayant été
déterminées a 12.34 mg/ml et 0.46 mg/ml, respectivement alors que celle des baies était inactive

contre les deux.

Il a été demontré que la majorité des huiles essentielles testées pour leur propriété
antimicrobienne, ont un effet plus prononcé contre les souches Gram positives que contre les
Gram neégatives (Kalemba et Kunicka, 2003; Trombetta et al., 2005). Cela est di aux
différences structurales entre les parois cellulaires. En effet, les Gram négatifs possédent une
membrane externe composée de chaines de lipopolysaccharides. Cette couche forme une barriére
de perméabilité hydrophile qui restreint la diffusion de composés hydrophobes tels que ceux
présents dans les huiles essentielles (Nikaido et Vaara, 1985; Trombetta et al., 2005). Ceci
pourrait expliquer la forte sensibilité observée chez B. cereus envers les huiles essentielles des
trois plantes étudiées par rapport aux autres souches testées. Toutefois, certaines études ne
révélent aucune activité antimicrobienne sélective vis-a-vis des Gram positifs ou des Gram
négatifs (Guesmi et Boudabous, 2006).

D’apres Oussalah et al. (2006), I’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre
en relation avec sa composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires et
les effets synergiques entre ces derniers et les composés mineurs. Ceci pourrait expliquer les
différences constatées dans les résultats obtenus par la présente étude ainsi que par les travaux
anterieurs.

L’activité antimicrobienne de T. vulgaris pourrait étre attribuée a la teneur élevée en composés
phénoliques et en particulier, au thymol, qui définit le chémotype de nos deux huiles essentielles
ainsi qu’aux hydrocarbures terpéniques: vy-terpinéne, p-cyméne, o-pinéne et a 1’alcool
terpénique : linalool qui sont les principaux constituants. De nombreuses études ont en effet
démontré que ces derniers possédaient des propriétés antimicrobiennes (Rota et al., 2004; Rota
et al., 2008; Imelouane et al., 2009; Sokovi¢ et al., 2009; Sienkiewicz et al., 2012). Quant a
J. phoenicea, I’effet antimicrobien pourrait étre dii aux terpénes B-phellandréne et a-pinene qui
sont les constituants majeurs des huiles essentielles des feuilles et des baies mais aussi, a d’autres
constituants présents a des concentrations plus ou moins importantes tels que limonene,
a-phellandrene, p-cyméne et myrcene. Ces composés s’avérent étre, en effet, des agents

antimicrobiens tres actifs (Cosentino et al., 1999; Simic et al., 2002; Inoue et al., 2004;
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Alessandra et al., 2005, Ennajar et al., 2009; Mazari et al., 2010; Donsiet al., 2011;
Sienkiewicz et al., 2012).

D’autre part, des composés présents en minorit¢ dans chacune de nos huiles essentielles,
pourraient également avoir une part de contribution a I’activité antimicrobienne par synergie

avec les composés majeurs (Burt, 2004 ; Boruga et al., 2014).

Bien que les mécanismes associés aux activités antimicrobiennes des huiles essentielles
ne soient pas entierement compris (Radaelli et al., 2016) ; le nombre d’études a ce sujet a
augmenté au cours de ces dernieres décennies (Lambert et al., 2001 ; Burt et al., 2007 ; Turgis
et al., 2009). Il semblerait que le mode d’action de la majorité des composés suscités est de
rendre, de part leurs propriétés lipophiles, la membrane cytoplasmique bactérienne et fongique
permeable. C’est le cas du thymol, myrcéne, limonéne et B-phellandrene, par exemple (Cowan,
1999; Filipowicz et al., 2003; Veldhuizen et al., 2006 ; Gémez-Estaca et al., 2010) Ces
derniers peuvent en outre, désactiver les enzymes essentielles et perturber la fonctionnalité du
matériel génétique, la production d’énergie et la synthése des composants structuraux (Conner
et Beuchat, 1984; Davidson, 2001). Le p-cymene semble également agir sur la membrane
cellulaire mais avec un autre mécanisme ; il s’accumule en grandes quantités et provoque
I’expansion des phospholipides membranaires en augmentant les espaces par lesquels des fuites
d’ions pourraient avoir lieu (Ultee et al., 2002). Les pinenes peuvent quant a eux, détruire
I’intégrité cellulaire en inhibant la respiration et les processus de transport ionique. En outre, ils
peuvent augmenter la perméabilité des mitochondries isolées chez les levures (Uribe et al.,
1985). Par ailleurs, le thymol peut agir contre les champignons en altérant la morphologie des
hyphes et en formant des agrégats, ce qui entraine une réduction des diametres des hyphes et la
lyse de la paroi car il interagit avec la membrane fongique (Soylu et al., 2007).

V.4- Etude de P’activité antioxydante
V.4.1- Test de DPPH

L’évaluation de la capacité des huiles essenticlles de T. vulgaris et de J. phoenicea a
piéger le radical libre DPPH, a été réalisée par la mesure de son absorbance en présence de ces
derniéres, et ce, a différentes concentrations. Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures
n°36, 37, 38 et le tableau n°13.
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Figure n°36 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations utilisées pour les deux huiles essentielles de Thymus vulgaris

La figure n°36 indique une augmentation des pourcentages d’inhibition (PI) de
I’absorbance de la solution de DPPH en fonction des concentrations des huiles essentielles
testées. A la plus faible concentration (0.2 mg/ml), I’huile du thym de Tlemcen et de
Mostaganem ont présenté des PI respectifs de 28.62% et 24.87% tandis qu’a la plus grande
concentration (100 mg/ml), les Pl ont atteint 83.65% et 79.62%, respectivement. Ceci montre

que ’espéce T. vulgaris posséde un grand potentiel antioxydant.
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Figure n° 37: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations utilisées pour les trois huiles essentielles de Juniperus phoenicea
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La figure n°37 montre que les pourcentages d’inhibition (PI) présentés par les trois huiles
essentielles de J. phoenicea varient de fagon proportionnelle aux concentrations utilisées.
A 500 mg/ml (la plus faible concentration), I’huile des feuilles fraiches a donné le plus grand PI
(22.71%) comparé, a I’huile des baies (17.03%) et des feuilles seches (11.4%). Toutefois, a partir
de 5000 mg/ml, I’huile des baies est devenue la plus active des trois ayant d’ailleurs, permis
inhiber jusqu’a 50.73% 1’absorbance du DPPH a la plus grande concentration testée (10 000
mg/ml) contre 43.41% pour I'huile des feuilles fraiches et 25.52% pour I'huile des feuilles
séches.

De méme, le pouvoir antiradicalaire de 1’acide ascorbique (antioxydant standard) a été évalué
afin de le comparer a celui des plantes. Nous notons d’apres la figure n°38, que la réduction de
I’absorbance du DPPH a été beaucoup plus importante que celle des huiles essentielles. En effet,
a seulement 0.2 mg/ml, le PI avait déja atteint les 50%. De plus, a partir de cette concentration,
une augmentation extrémement intense a été observée donnant ainsi, a 0.4 mg/ml, un Pl de
94.61%. Puis, la variation du Pl a commencé a plus ou moins se stabiliser a partir de 0.6 mg/ml,
aboutissant a une réduction de 95.9% a la plus grande concentration testée (1 mg/ml). L’acide

ascorbigque a donc provoqué une réduction presque totale du DPPH en sa forme non radicalaire
DPPH-H.
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Figure n°38 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations utilisées pour I’acide ascorbique
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Tableau n°13 : Valeurs de la concentration efficace 50 des huiles essentielles des espéces
étudiées et de I’acide ascorbique obtenues par le test de DPPH

Huile T. vulgaris T. vulgaris de J. pheonicea Acide
essentielle de Tlemcen Mostaganem Feuilles fraiches Feuilles seches Baies  ascorbique

CEso(mg/ml) 24.89+0.02  34.13+0.03 ND ND 9980+ 1.53  0.28+0.02

ND : Non déterminé.

La CEsp exprime la quantité d’antioxydant requise pour réduire de 50% la concentration
du radical libre. Elle est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante d’un composé.
En effet, plus la valeur de CEsp est basse, plus 1’activité antioxydante est grande (Dung et al.,
2008). Sa détermination permet d’évaluer et de comparer I’efficacité de nos échantillons.
D’apres les résultats du tableau n°13, nous constatons que pour les huiles essentielles, la plus
faible valeur de CEso est celle du thym de Tlemcen (24.89 mg/ml), suivi de pres par celle du
thym de Mostaganem (34.13 mg/ml). Par ailleurs, la plus grande valeur a été obtenue par 1’huile
des baies de J. phoenicea (9980 mg/ml) alors que celle des huiles des feuilles fraiches et seches
n’ont pas pu étre calculées étant donné que les Pl du DPPH, a la plus grande concentration testée
(10 000 mg/ml), restent inférieurs a 50% (43.41% et 25.52%, respectivement). L’activité anti-
oxydante de J. phoenicea est donc extrémement faible par rapport a celle de T. vulgaris,
néanmoins, celle de 1’acide ascorbique reste la plus importante puisque sa CEso a été la plus
basse (0.28 mg/ml).

V.4.2- Test de FRAP

L’évaluation de I’aptitude des huiles essentielles de T. vulgaris et de J. phoenicea a
réduire le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?"), a permis d’obtenir les différents résultats

présentés dans les figures n°39, 40, 41, 42 et le tableau n°14.

Nous remarquons que le pouvoir réducteur qui est exprimé en absorbances, mesurées a
700 nm, est proportionnel a I’augmentation des concentrations de chacune des solutions testées.
Les huiles essentielles de T. vulgaris ont présenté de bien plus fortes activités que celles de
J. phoenicea. Ceci est reflété par ’obtention de densités optiques (DO) élevées a des
concentrations trés faibles. A 10 mg/ml, les DO maximales ont ét¢ de I’ordre de 2.45 et 2.25
pour I’huile du thym de Tlemcen et de Mostaganem, respectivement (figure n°39). Concernant
J. phoenicea, I’huile des baies s’est avérée étre plus active que celle des feuilles fraiches et
seches. A 100 mg/ml, qui est la plus grande concentration testée chez les baies, la DO a été

obtenue a 0.846 (figure n°41). Des DO plus ou moins proches de cette derniére, ont été obtenues
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par I’huile des feuilles fraiches (0.852) et des feuilles seches (0.845) mais seulement, a partir de

8000 mg/ml (figure n°40).

D’autre part, nous constatons selon les résultats de la figure n°42 que la réduction du fer par

I’antioxydant de référence, a été bien plus importante que celle des huiles essentielles étant

donné que la plus grande absorbance a été notée a 2.832 et ce, a seulement 0.4 mg/ml.
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ascorbique

110




Chapitre V Résultats et discussion

La détermination de la CEso permet d’évaluer ’efficacité des huiles essentielles et
d’apprécier encore micux les résultats. Selon le tableau n°14, les deux huiles essentielles de
T. vulgaris présentent les valeurs les plus faibles en CEso, qui sont de plus, relativement
similaires (1.71 mg/ml pour celle de Tlemcen et 1.73 mg/ml pour celle de Mostaganem). Ces
valeurs refletent la capacité des huiles a réduire le fer ferrique en fer ferreux correspondant, a une
absorbance de 0.5. Cependant, ces concentrations restent trés élevées par rapport a celle de
I’acide ascorbique (0.037 mg/ml). Pour J. phoenicea en revanche, la plus basse CEsg est celle de
I’huile des baies (57.75 mg/ml).

Tableau n°14 : Valeurs de la concentration efficace 50 des huiles essentielles des espéces
étudiées et de I’acide ascorbique obtenues par le test de FRAP

Huile T. vulgaris T. vulgaris de J. pheonicea Acide
essentielle de Tlemcen Mostaganem Feuilles fraiches Feuilles seches  Baies ascorbique

CEso(mg/ml)  1.71+0.03 1.73+ 0.02 2057+ 1.15 1633+ 2.65 57.75+0.02 0.037+0.003

Le criblage des huiles essentielles pour leurs activités antioxydantes, a nécessité
I’utilisation de deux tests différents. En effet, en raison de la complexité des processus
d’oxydation-réduction et des différences entres les systémes d’essai étudiés, un seul test ne
reflétera donc pas tous les résultats de 1’activité des antioxydants (Schlesier et al., 2002; Prior et
al., 2005; Li et al., 2009). Il est alors fortement recommandé d’utiliser au moins deux méthodes
afin d’obtenir des informations complétes sur la réponse des composés présents dans les
échantillons testés dans différentes conditions expérimentales (Schlesier et al., 2002 ;
Sariburun et al., 2010). Notre choix s’est porté sur le test de DPPH et de FRAP car ils sont
parmi les tests les plus utilisés pour I’évaluation de 1’activité en sujet (Pérez-Jiménez et al.,
2008). Les résultats nous ont permis de constater que les deux huiles essentielles de T. vulgaris
possédaient un fort pouvoir antioxydant comparé a celui des huiles de J. phoenicea mais qui
reste, cependant, nettement inférieur a celui de 1’acide ascorbique. Il est également moins
important que celui obtenu par I’é¢tude de Nikoli¢ et al. (2014) (CEso déterminées a 4.80 pg/ml et
1.54 pg/ml par le test de DPPH et de FRAP, respectivement) ou encore, par 1’é¢tude de Fazel
et al. (2007) et de Keramat et Golmakani (2016) (CEso notees a 8.9 mg/ml et 0.50 mg/ml,

respectivement suite au test de DPPH).

Concernant J. phoenicea, I’huile essentielle des baies a été plus efficace que celle des

feuilles fraiches et séches. Cependant, I’activité antioxydante reste extrémement faible par
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rapport a celle de I’acide ascorbique. Par comparaison, Bouyahyaoui (2017) a montreé par le test
de DPPH, que les huiles des feuilles étaient plus actives (CEsp = 22.15+ 2.47 pg/ml) que celle
des baies (CEso = 65.3% 2.24 pg/ml) ou encore, de la vitamine C (CEso = 35.57% 2.47 pg/ml).
Menaceur et al. (2013) ont également fait le méme constat que ce dernier concernant 1’huile des
feuilles comparativement a I’huile des baies. Toutefois, 1’activité reste trés faible comparée a
I’antioxydant de référence (BHT) ou encore, a I’extrait éthanolique des feuilles. Les valeurs de
CEsp ont été obtenues a 28+ 0.7 mg/l et 9.8+ 0.1 mg/I respectivement pour les deux derniers alors
que celle des huiles essentielles n’ont pas pu étre déterminées étant donné que I’inhibition
maximale du DPPH reste inférieure a 15% a la plus grande concentration testée (1000 mg/l). Ces
mémes auteurs ont rapporté un tres faible pouvoir de réduction du fer ferrique en fer ferreux se
traduisant par des DO inférieures a 0.5 a 700 nm. Une autre étude menée par Aazza et al. (2012)
en utilisant différents autres tests (TBARS, piégeage des radicaux libres ABTS et Hydroxyle),
n’a pas pu déterminer les valeurs de CEso recherchées. Ceci confirme le faible potentiel
antioxydant du genévrier constaté au cours de notre étude. Par ailleurs, Ghalem et al. (2016) ont
montré qu’au contraire, I’espéce avait exercé une forte activité ayant ainsi, assuré une inhibition
de 50% du radical DPPH a seulement 1.279 pg/ml de concentration d’huile essentielle et une

réduction du fer ferrique en fer ferreux a moins de 5 pg/ml.

L’activité antioxydante des huiles essentielles extraites de plantes appartenant au genre
Thymus, a largement été démontrée (Sarikurkcu et al., 2010 ; Viuda-Martos et al., 2010 ;
Zouari et al., 2011), ce qui confirme les résultats obtenus suite a notre étude. L’activité a été
rapportée comme étant principalement liée aux composés phénoliques. En effet, une étude faite
par Ruberto et Baratta (2000) consistant a tester 1’activité antioxydante de 98 composants purs
d’huiles essentielles, a souligné que les composés phénoliques notamment, le thymol et le
carvacrol présentaient I’activité la plus élevée. De méme, Kulisic et al. (2005) avaient fractionné
les huiles essentielles de T. vulgaris et de T. serpyllum en une fraction riche en thymol et en
carvacrol et en une fraction hydrocarbonée. Le potentiel antioxydant, testé avec trois méthodes
différentes, se trouvait principalement dans la premiére fraction. Cela pourrait donc justifier la
grande activité exhibée par nos deux huiles essentielles de thym, d’autant plus que ces dernicres,
sont de chémotype thymol, en revanche, le carvacrol n’est présent qu’en traces. D’autres
constituants présents a des teneurs appréciables tels que y-terpinene, p-cymene et linalool
pourraient également y avoir contribué. En effet, ces derniers possedent une importante activité
antioxydante (Ruberto et Baratta, 2000; Jia et al., 2010) ; Seol et al., 2016).
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Par ailleurs, la trés faible performance observée chez les huiles essentielles du genévrier

de Phénicie pourrait s’expliquer par le fait que leurs profiles chimiques ne soient caractérisés que
par une trés faible teneur en composés phénoliques voire des traces ou encore, I’absence de
certains d’entre eux. Ebrahimabadi et al. (2010) et Gholivand et al. (2010) ont auparavant
démontré de part leurs travaux respectifs sur Salvia eremophila Boiss. et Psammogeton
canescens (DC.) vatke, qu’il y avait une étroite relation entre 1’absence des composés
phénoliques et la faible activité antioxydante des huiles essentielles.
Toutefois, et bien que faible, I’effet antioxydant de 1’huile des baies est quand méme supérieur a
celui des feuilles fraiches et seches. Cela pourrait étre di a des composes tels que p-cymene et
a-terpinéol, qui sont présents a des teneurs plus importantes dans les baies que dans les feuilles
et dont, les propriétés antioxydantes ont déja été démontrées (Jia et al., 2010; Rodriguez et
Murray, 2010).

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles ne peut pas étre attribué uniquement aux
composants majoritaires mais aussi, aux composants minoritaires. En effet, les composés
majeurs testés séparément donnent des résultats inférieurs comparés a 1’activité antioxydante de
la totalité d’une huile essentielle (Safaei-Ghomi et al., 2009). Lu et Foo (2001) rapportent que
les composés antioxydants fonctionnent synergiquement les uns avec les autres pour produire
une large gamme d’activités antioxydantes qui crée un systéme de défense efficace contre les

radicaux libres.

Il a été rapporté que les composés phénoliques de part leurs propriétés d’oxydo-réduction,
pouvaient assurer leurs fonctions antioxydantes en agissant comme donneurs d’atome
d’hydrogene a partir de leur groupement hydroxyle. Ce réle leur permet de réagir avec des
radicaux libres le plus souvent, des péroxyles et des alcoxyles interrompant de ce fait, la réaction
en chaine de propagation de la peroxydation. lls peuvent chélater des métaux de transition tels
que le fer et le cuivre de sorte, a empécher ces derniers de générer des radicaux libres. Ils
peuvent également éliminer directement certaines especes réactives d’oxygene tels que, les
radicaux hydroxyle, péroxyle et superoxyde (Kris-Etherton et al., 2002; Cillard et Cillard,
2006; Halliwell, 2007).

L’activité antioxydante des huiles essentielles dépend tout d’abord, de leur composition
chimique et plus précisément, de la concentration et de la structure des molécules dotées de
propriétés antioxydantes (Kamal-Eldin et Appelqvist, 1996; Ciz et al., 2010) mais aussi, de la

température, la lumiére, le type de substrat, I’état physique du systeme et des microcomposants
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agissant comme pro-oxydants ou synergistes (Kamal-Eldin et Appelqvist, 1996). La méthode
utilisée est également un facteur qui peut fortement influencer I’activité (Miguel et al., 2007).
En effet, en raison de I’existence de nombreux tests basés sur différents mécanismes,
I’interprétation des données n’est pas simple. En conséquence, les résultats d’évaluation de
I’activité antioxydante des huiles essentielles d’une méme espece végétale, peuvent varier
considérablement d’une étude a une autre (Ruberto et Baratta, 2000 ; Kaulisic et al., 2005).
C’est ce que nous avons d’ailleurs, constaté en comparant nos résultats a ceux de travaux
antérieurs. Il est donc nécessaire de souligner qu’il n’existe pas de systeme parfait qui évalue la
«vraie » activité antioxydante d’un seul composé ou d’un mélange complexe (MacDonald-
Wicks et al., 2006).

V.5- Etude pharmacologique
V.5.1- Toxicité aigue

L’étude de la toxicité aigue des huiles essentielles de T. vulgaris (de Tlemcen et de
Mostaganem) et de J. phoenicea (feuilles fraiches, feuilles séches et baies) a été réalisée par
administration orale chez des souris Swiss albinos. Les résultats nous ont permis de constater
apres 24 heures, la mort de 2 souris sur 3 dans le lot traité avec 1’huile du thym de Tlemcen et ce,
a une dose de 4500 mg/Kg de p.c. Un sédentarisme et une trés forte respiration ont aussi été
observés durant les premiéres heures. Concernant les autres huiles essentielles, aucune mort ou
de modifications dans les réponses autonomes ou comportementales chez les souris, n’a été
observé, a I’exception, du lot traité avec I’huile du thym de Mostaganem a 5000 mg/Kg (dose
maximale testée). En effet, un sédentarisme général a été noté dans ce groupe durant les

premieres heures.

Notre étude s’est basée sur la méthode par classe de toxicité aigue décrite par la ligne
directrice OECD code 423 (OECD, 2001a). Cette derniere est un processus seéquentiel validé in
vivo a I’échelle nationale (Schlede et al., 1992) et internationale (Schlede et al., 1995). Elle
n’utilise que trois animaux d’un seul sexe par étape afin de réduire la variabilité et de minimiser
le nombre d’animaux utilisés (OECD, 2001b), dans notre cas, ce sont les femelles qui ont été
testées. Bien que les relevés de la littérature sur les tests DLso classiques montrent qu’il y a peu
de différence dans la sensibilité entre les sexes, dans le cas ou elle est observée, les femelles se

montrent généralement plus sensibles (Lipnick et al., 1995).

Selon la classification établie par GHS (Globally Harmonized System) (annexe n°7),

I’huile du thym de Tlemcen appartient a la catégorie 5 (2000 < DLso < 5000 mg/Kg), tandis que,
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les quatre autres huiles essentielles sont inclassables (DLso > 5000 mg/Kg). Les substances
d’essai rangées dans la catégorie 5 présentent un risque de toxicité aigue relativement faible mais
qui, dans certaines circonstances, peuvent étre un danger pour les populations vulnérables
(OECD, 2001a). En conséquence, nous pouvons considérer que les huiles essentielles testées, y

compris celle de T. vulgaris de Tlemcen, sont relativement sans danger.

Une étude menée par Ford et al. (1992) sur J. phoenicea, a montré un résultat similaire
au notre. En effet, la DLso orale de I’huile était supérieure a 5000 mg/Kg chez les rats. Deux
autres études réalisées sur T. vulgaris par Dilaser (1979) et Fachini-Queiroz et al. (2012) ont
indiqué des valeurs de DLso orales proches de celle du thym de Tlemcen, a savoir, 4700 mg/kg et
4000 mg/Kg chez des souris et des rats, respectivement. Cela confirme que les deux espéces

présentent un faible risque de toxicité.
V.5.2- Activité anti-inflammatoire

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles a été réalisée par le
test de I’cedéme plantaire induit par injection de la carragénine chez la souris. Les résultats
obtenus sont présentés dans les tableaux n°15 et 16 et la figure n°43 pour les deux huiles
essentielles de T. vulgaris et dans le tableau n°17 pour les trois huiles essentielles de

J. phoenicea.

Tableau n°15: Effet de I’huile essentielle de Thymus vulgaris de Tlemcen sur I’cedéme
plantaire induit par carragénine chez la souris :

Diamétre de la patte en millimeétre

Heure Controle Standard Huile essentielle de T. vulgaris de Tlemcen

(10 ml/Kg) (10 mg/KQ) 100 mg/Kg 200 mg/Kg 400 mg/Kg
OH 1.85+0.011 1.88+ 0.006 1.83+0.03 1.84+ 0.009 1.84+0.012
1H 2.86+0.008 2.84+0.005* 2.83+0.008**  2.83+0.005**  2.76+ 0.01***
2H 3.18+0.008 2.95+0.007***  3.12+ 0.01**  3.09% 0.009***  2.99+ 0.023***
3H 3.25+0.01 2.71+0.005*** 3.16%+ 0.009***  3.14+ 0.01***  3.05% 0.009***
4H 3.31+£0.006 2.47+0.009*** 3.10+ 0.007*** 2.99+ 0.012***  2.95+ 0.007***
5H 3.19+0.009 2.23+0.008*** 2.87+ 0.004*** 2.76+ 0.007***  2.67% 0.009***
6H  3.09+0.01 2.07+0.007*** 2.69+ 0.008*** 2.53%+ 0.008***  2.36+ 0.017***

Valeurs exprimées en Moyenne £+ S.E.M (n = 6) ; Contréle :
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Tableau n°16 : Effet de I’huile essentielle de Thymus vulgaris de Mostaganem sur I’eedéme
induit par carragénine chez la souris :

Diamétre de la patte en millimetre

Heure Controle Standard Huile essentielle de T. vulgaris de Mostaganem

(10 ml/Kg) (10 mg/Kg) 100 mg/Kg 200 mg/Kg 400 mg/Kg

OH 1.85+0.011 1.88+ 0.006 1.84 £ 0.022 1.89 £ 0.034 1.92 +£0.009

1H 2.86+0.008 2.84+ 0.005* 2.83+ 0.006* 2.87+ 0.005 2.89+ 0.012
2H 3.18+0.008 2.95+ 0.007*** 3.15+ 0.005 3.09+ 0.006***  3.04+ 0.008***
3H  3.25+0.01 2.71+0.005*** 3.18+0.009*** 3.16% 0.007***  3.11+ 0.007***
4H 3.31+£0.006 2.47+0.009*** 3.16% 0.005*** 3.12+ 0.008***  3.04+ 0.009***
5H 3.19+0.009 2.23+0.008*** 2.96+ 0.007*** 2.88+ 0.016*** 2.79+ 0.014***
6H  3.09+0.01 2.07+0.007*** 2.73+0.008*** 2.6+ 0.009***  2.54+ 0.011***

Valeurs exprimées en Moyenne £ S.E.M (n = 6) ; Contrble : véhicule (Tween 80 a 1%) ; Standard :
Diclofénac ; * p < 0.05; ** < 0.01; *** < 0.001 différences statistiquement significatives comparé au
groupe témoin.

Les données des tableaux n°15 et 16 indiquent une augmentation progressive du volume
de I’cedéme plantaire suite a I’injection de 1’agent phlogogéne, atteignant a 4 heures son seuil
maximal dans le groupe témoin (3.31 + 0.006 mm). Comparé a ce dernier, les groupes traités
avec les différentes doses d’huiles essentielles de T. vulgaris, montrent une diminution
hautement significative (p < 0.001) de ’cedéme et ce, a partir de 4 heures. Toutefois, celle de
Tlemcen a été legerement plus efficace que celle de Mostaganem. En effet, 6 heures apres
induction de I’inflammation, la premiére a diminué 1’épaisseur de la patte jusqu’a 2.69 mm, 2.53
mm et 2.36 mm a 100, 200 et 400 mg/Kg, respectivement, tandis que la deuxieme, 1’a réduit
jusqu’a 2.73 mm, 2.6 mm et 2.54 mm, respectivement. Par ailleurs, I’administration du
diclofénac (anti-inflammatoire de référence) a prévenu de facon hautement significative,
I’évolution de I’inflammation a partir de 3 heures dans le groupe standard (2.71 + 0.005 mm)

compareé au groupe témoin (3.25 £ 0.01 mm).

La figure n°43 montre ’effet inhibiteur exercé par les huiles essentielles du thym et le
diclofénac sur le développement de I’inflammation en fonction des heures. Nous remarquons que
le seuil maximal a été atteint a 6 heures. En effet, les pourcentages d’inhibitions obtenus a 100,
200 et 400 mg/Kg ont été respectivement de 30.65%, 44.35% et 58.4% pour 1’huile essentielle de
Tlemcen et de 28.23%, 42.74% et 50.4% pour celle de Mostaganem. Par comparaison, le
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diclofénac a été plus actif étant donné que le pourcentage d’inhibition était supérieur (85.48% a
10 mg/Kg de p.c).
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Figure n°43 : Inhibition de I’cedéme plantaire (en %) par les deux huiles essentielles
de Thymus vulgaris et le diclofénac

Les résultats ci-aprés (tableau n°17) montrent une évolution progressive de
I’inflammation en fonction des heures, atteignant son maximum a 4 heures dans tous les groupes
testés, mis a part, le groupe standard (traité par le diclofénac). Comparé au groupe témoin (3.31
+ 0.006 mm), le volume de I’cedéme plantaire s’est révélé étre 1égeérement supérieur dans les
groupes traités par les huiles essentielles de J. phoenicea, a ’exception, de ceux traités par
400 mg/Kg d’huile des feuilles fraiches (3.27 £ 0.009 mm) et par 200 et 400 mg/Kg d’huile des
feuilles séches (3.29 + 0.011 mm et 3.30 £ 0.008 mm, respectivement).

A 6 heures, une diminution significative (p < 0.01 et p < 0.001) du gonflement a été notée pour
les lots traités avec 200 et 400 mg/Kg d’huile des feuilles fraiches (3.03 + 0.013 mm et 2.90 +
0.006 mm, respectivement) et d’huile des feuilles séches (3.03 £ 0.01 mm et 2.96 + 0.008 mm,
respectivement). L’huile des baies a exhibé, quant a elle, un trés faible effet inhibiteur étant
donné que le gonflement reste important par rapport au témoin. En outre, les pourcentages
d’inhibition obtenus nous ont permis de constater qu’a la plus grande dose testée (400 mg/Kg),
I’huile des feuilles fraiches a été la plus active (16.13%), suivie de tres pres par celle des feuilles
seches (14.52%) puis par celle des baies (5.65%). Cependant, les trois huiles restent nettement

moins efficaces que I’anti-inflammatoire de référence (85.48% a seulement 10 mg/Kg).
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Tableau n°17 : Effet des huiles essentielles de Juniperus phoenicea sur I’eedéme plantaire induit par carragénine chez la souris :

Diamétre de la patte en millimétre

Traitement OH 1H 2H 3H 4H 5H 6H
Controle (10 mI/Kg) 1.85£0.011  2.86£0.008  3.18+ 0.008 3.25+ 0.01 3.31£0.006  3.19% 0.009 3.09+ 0.01
Standard (10 mg/Kg) 1.88+0.006  2.84+0.005% 2.95+ 0.007*** 271+ 0.005*** 247+ 0.000%** 223+ 0.008***  2.07+ 0.007***

(5.94%) (20.30%) (41.43%) (60.27%) (74.63%) (85.48%)
H.E FF (100 mg/Kg) 1.93%0.008 2.93% 0.010%** 3.25+0.009%** 3.33+ 0.011*** 3.362 0.009**  3.23% 0.014* 3.09+ 0.016
(0.99%) (0.75%) (2.14%) (2.05%) (2.99%) (6.45%)
H.E FF (200 mg/Kg) 1.92+0.012  2.91+ 0.006** 3.23+ 0.006%**  3.28+0.012 33240011  3.19+ 0.004 3.03+ 0.013**
(1.98%) (1.50%) (2.86%) (4.11%) (5.22%) (10.48%)
H.E FF (400 mg/Kg) 1.86+0.008  2.84+0.007  3.15%0.011 323+0.011  3.27+0.009**  3.15£0.013*  2.90% 0.006%***
(2.97%) (3.01%) (2.14%) (3.42%) (3.73%) (16.13%)
H.E FS (100 mg/Kg) 1.95+0.008 2.94+ 0.006*** 3.26+0.006*** 333+ 0.007*** 3.38+0.009%** 326+ 0.006%**  3.15% 0.007***
(1.98%) (1.50%) (1.43%) (2.05%) (2.24%) (3.23%)
H.E FS (200 mg/Kg) 1.89+0.008  2.88+0.007  3.19+0.011 3.25+ 0.008 32940011  3.18+0.010 3.03+ 0.01%*
(1.98%) (2.26%) (2.86%) (4.12%) (3.73%) (8.06%)
H.E FS (400 mg/Kg) 1.90+0.006  2.89+ 0.006*  3.19+0.008 3.26+ 0.005 3.30£0.008  3.17+0.009  2.96+ 0.008***
(0.99%) (3.01%) (2.86%) (4.11%) (5.22%) (14.52%)
H.E B (100 mg/Kg) 1.99+0.002 2.99% 0.006*** 3.31+0.006*** 3.38+ 0.007*** 3.42+ 0.007*** 3.32+ 0.008%**  3.22+ 0.009***
(0.99%) (0.75%) (0.71%) (2.05%) (0.75%) (0.81%)
H.EB (200 mg/Kg) 1.98+0.005 2.98+ 0.006*** 3.30+0.004*** 3.37+0.007*** 3.42+ 0.006*** 3.30%0.006***  3.20+ 0.008***
(0.99%) (1.50%) (1.42%) (1.37%) (1.49%) (1.61%)
H.E B (400 mg/Kg) 1.97+0.005 2.98% 0.007*** 3.29+0.007*** 3.34+ 0.008*** 3.39+ 0.008*** 3.26+ 0.008***  3.15+ 0.009**
(1.98%) (1.50%) (2.86%) (3.42%) (4.48%) (5.65%)

Valeurs exprimées en moyenne £+ S.E.M (n = 6) ; Contrble : Véhicule (Tween 80 a 1%) ; Standard : Diclofénac ; H.E : Huile essentielle ;
FF : Feuilles fraiches ; FS : Feuilles séches ; B : Baies ; * p <0.05; ** < 0.01 ; *** < 0.001 différences statistiquement significatives comparé au

groupe témoin.
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L’cedéme plantaire est ’'un des principaux facteurs utilisés pour 1’évaluation du degré
d’une inflammation aigue et de I’efficacité des nouveaux médicaments anti-inflammatoires
(Begum et Sadique, 1988). Son induction par injection de la carragénine est utilisé comme
modele expérimental standard (Banerjee et al., 2000). Ce phénoméne se caractérise
habituellement par une réponse biphasique. La premiere phase (1 - 2 heures) dépend de la
libération de médiateurs chimiques tels que, 1’histamine, la sérotonine et la bradykinine.
La deuxieme phase (3 — 6 heures) est soutenue par la libération de prostaglandines, leucotriénes,
lysozymes, protéases et oxyde nitriqgue (NO) (DiRosa et al., 1971; Olajide et al., 1999;
Posadas et al., 2004). Les eicosanoides (leucotriénes et prostanoides) induisent la biosynthese
d’élastase, collagénase et d’autres composés. Ces enzymes décomposent les protéines
structurales en peptides provoquant une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité
vasculaire et de la pression hydrostatique. Cela entraine par conséquent, la formation d’un
cedéme et la migration des neutrophiles vers les tissus endommagés (Havsteen, 2002). Ces
derniers produisent des radicaux libres dérivés de I’oxygene tels que I’anion superoxyde (O2"),
le radical hydroxyle (OH") et le peroxyde d’hydrogeéne (H202) qui contribuent a la réponse
inflammatoire en causant des dommages cellulaires (Posadas et al., 2004; Kumar et Kuttan,
2009).

D’autre part, les cyclooxygénases-2 (COX-2), enzymes inductibles par les cytokines
(facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa) et interleukines I1L-6 et IL-1B), sont présentes dans
les cellules inflammatoires activées et sont connues pour jouer un rble crucial dans
I’inflammation en libérant le médiateur prostanoide (prostaglandines et thromboxane) (Nussler
et Billiar, 1993; Nantel et al., 1999). De méme, l'inductible oxyde nitrique synthase (iNOS)
génére de 1’oxyde nitrique (NO) et est considéré comme ayant un role central dans les réponses
inflammatoires (Fialkow et al., 2007). Il est reconnu que 1’expression du iNOS et des COX-2 est
maximale au cours de la deuxiéme phase (3 — 6 heures) de I’cedéme plantaire (Loram et al.,
2007 ; Eddouks et al., 2012). Cette phase est sensible a la majorité des médicaments anti-
inflammatoires cliniqguement efficaces (Vinegar et al., 1969). Il a été démontré que 1’inhibition
de la production du NO et des prostaglandines par suppression de I’expression du iNOS et des

COX-2 était bénéfique dans le traitement des maladies inflammatoires (Sawatzky et al., 2005).

A travers nos résultats, nous avons constaté que les huiles essentielles testées a
differentes doses, et plus particulierement celles de T. vulgaris, possédaient un effet anti-
inflammatoire considérable, ce qui leur a permis, a partir de 4 heures, d’inhiber I’inflammation

de facon hautement significative comparé au groupe témoin (tableaux n°15 et 16). Cela pourrait
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suggérer qu’aux doses administrées, les deux huiles de thym auraient empéché la libération des
médiateurs pro-inflammatoires de la phase tardive (3 — 6 heures) en inhibant 1’expression des
principaux précurseurs (iNOS et COX-2) (Vigo et al., 2004). De plus, de part leurs propriétés
antioxydantes, ces derniéres auraient également pu agir en inhibant la production des espéces
réactives oxygénées (ERO) responsables des lésions cellulaires (Middleton et al., 2000 ;
Preethi et al., 2012). Les huiles essentielles de J. phoenicea n’ont quant a elles, exhibé un effet
anti-inflammatoire qu’a partir de 5 heures (tableau n°17). Toutefois, celle-ci est trés faible voire
négligeable a certaines doses d’huiles testées étant donné que le volume de I’cedéme reste

supérieur a celui du groupe témoin.

Trés peu d’études in vitro et in vivo ont été réalisées sur 1’activité anti-inflammatoire de
T. vulgaris (Juhas et al., 2008). Nous pouvons toutefois citer celle de Juhés et al. (2008) et de
Vetvicka et Vetvickova (2016). La premiére étude a montré que I’huile de 1’espéce avait
diminué significativement le volume de I’cedéme plantaire chez les souris comparé au groupe
témoin et ce, apres 2 H (p < 0.05), 4 H et 24 H (p < 0.01) avec une dose de 5000 ppm soit 5000
mg/Kg et seulement aprés 24 H (p < 0.01) avec la dose de 2500 ppm. La deuxieme étude, portée
sur 7 huiles commerciales de 1’espece, a indiqué, une heure apres injection de la carragénine, que
quatre des échantillons étaient actifs (n°1, 3, 4 et 5), et apres 4 heures, deux échantillons

seulement sont restes actifs (n°1 et 5).

Par ailleurs, d’apres nos recherches, aucune étude n’a été effectuée, jusqu’a présent, par
le test de I’,edéme plantaire pour évaluer I’activité anti-inflammatoire de J. phoenicea.
Cependant, il a été démontré auparavant que 1’espéce possédait des propriétés anti-
inflammatoires. En effet, selon Tumen et al. (2012), I’huile essentielle de J. phoenicea
permettrait un remodelage rapide dans le processus de cicatrisation des plaies. L’étude basée sur
la méthode de Whittle a montré que 1’huile administrée oralement a des souris Swiss albinos,
avait effectivement exercé un effet sur la phase inflammatoire de la cicatrisation cutanée en
inhibant a une dose de 200 mg/Kg, jusqu’a 27.3% la perméabilité capillaire induite par I’acide
acétique. De plus, 1’application topique d’une pommade préparée a base de cette huile, a permis
de déterminer au 10°™ et au 12°™ jour de traitement, des contractions de plaies & des valeurs
respectives de 33.28% et 40.74%.

L’activité anti-inflammatoire des deux huiles essentielles de Thymus vulgaris peut étre
principalement attribuée a leur composé majeur, le thymol. En effet, des travaux antérieurs ont

démontré que ce dernier possédait des propriétés anti-inflammatoires (Fachini-Queiroz et al.,
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2012 ; Riella et al., 2012). Ce composé peut inhiber les enzymes COX (Veras et al., 2013)
et semble interférer avec I’activité de I’¢lastase, un marqueur de maladies inflammatoires produit
par des neutrophiles activés (Braga et al., 2009). Le fort potentiel antioxydant que 1’on connait
au thymol pourrait aussi jouer un rdle dans 1’activité anti-inflammatoire (Tsai et al., 2011).
D’autres constituants importants comme le p-cymeéne et le linalool, pourraient avoir une part de
contribution a I’activité. Le premier composé est en effet capable d’inhiber les enzymes COX
(Veras et al., 2013) et de bloquer les voies de signalisation du NF-kB (nuclear factor-kappa B) et
du MAPK (p38 Mitogen-Activated Protein Kinase) entrainant alors une réduction dans la
sécretion des cytokines incluant TNF-a et IL-1p (Zhong et al., 2013). Le second composé peut,

quant a lui, inhiber I’iNOS et donc les effets pro-inflammatoires du NO (Peana et al., 2006).

D’autre part, bien que trés faible, 1’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles de
Juniperus phoenicea peut étre due a 1’a-pinéne qui est I’un de leurs principaux composés. Ses
effets anti-inflammatoires ont d’ailleurs été signalés par de nombreuses études (Sever et Ozbek,
2005 ; Carrera-Martinez et al., 2014 ; Kim et al., 2015). Il est connu pour inhiber la formation
des enzymes COX-1 et COX-2, TNF-a et IL-6 (Miguel, 2010 ; Carrera-Martinez et al., 2014).
D’autres composés présents a des teneurs appréciables pourraient également y avoir contribué
tels que, le p-cymene, le limonene et le myrcene. Les deux derniers ont la propriété d’inhiber la
production du NO (Rufino et al., 2015). Par ailleurs, aucun effet anti-inflammatoire probable n’a
¢été démontré, a notre connaissance, pour le f-phellandréne qui est le composé majeur des huiles

des feuilles fraiches et des feuilles séches.
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Conclusion

Le présent travail a été mené dans le cadre de la valorisation de la flore méditerranéenne
algérienne et plus particulierement, de deux espéces végétales, a savoir, Thymus vulgaris L. et
Juniperus phoenicea L., poussant a 1’état spontané au nord ouest de 1’ Algérie et ce, en analysant
leur composition chimique, leur toxicité ainsi que celle de leurs huiles essentielles mais aussi, en
¢évaluant quelques unes de leurs propriétés biologiques telles que, 1’activité antimicrobienne,

antioxydante et anti-inflammatoire.

Le criblage phytochimique des parties aériennes des deux espéces sélectionnées a révéle
la présence de différentes familles de métabolites secondaires. Il s’agit essentiellement des
alcaloides, flavonoides, tannins, stérols et triterpénes, coumarines et glucides. Ces constituants
sont connus de part leurs diverses propriétés biologiques pouvant ainsi, contribuer a I'utilisation

de J. Phoenicea et de T. vulgaris comme remedes en médecine traditionnelle.

La minéralisation a indiqué que les feuilles et les tiges des deux espéces €taient d’une
part, riches en minéraux incluant le calcium, le potassium, le sodium, le magnésium et le
phosphore et d’autre part, elles ne contenaient les métaux lourds qu’a de trés faibles quantités
voire en traces tandis que, la majorité d’entre eux, n’a pas été détectée. Par conséquent, le thym
et le genévrier rentrent dans les normes permises pour les herbes médicinales et peuvent étre

consommeés sans risque de toxicité pour la santé humaine.

L’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles de T. vulgaris de Mostaganem
(HE.TM) et de Tlemcen (HE.TT), a donné des rendements respectifs de 2.2% et 4.2%. L’analyse
des huiles obtenues par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM) a permis d’identifier 66 composés volatiles représentant 99.3% et 99.0% du total de
HE.TM et HE.TT, respectivement. Les deux huiles sont dominées par le thymol avec 59.5%
pour HE.TM et 67.3% pour HE.TT. D’autres composants se trouvent également a des taux
appréciables. Il s’agit notamment du y-terpinene (8.7 - 10.1%), p-cymene (5.6 - 6.0%), a-pinene
(1.6 - 5.7 %) and linalool (2.7 - 5.1 %).

L’extraction par vapodistillation des huiles essentielles des feuilles fraiches (HE.FF),
feuilles seches (HE.FS) et des baies (HE.B) de J. phoenicea (originaire de Mostaganem), ont
donné des rendements respectifs de 0.15%, 0.21% et 0.14%. L’analyse chimique des huiles par
CPG-SM a indiqué la présence de 63, 46 et de 78 composés volatiles représentant un total de
98.1%, 98.3% et 96.4% de HE.FF, HE.FS et de HE.B, respectivement. Les HE.FF et HE.FS sont
dominées par B-phellandrene (43.9 - 44.9%), a-pinene (20.3 - 25.1%), myrcene (8.2 - 8.5%),
a-phellandrene (4.5 - 4.7%), p-cymene (2.7 - 3.0%) et limonene (2.3 - 2.5%). Tandis que, I’'HE.B
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est composée majoritairement de a-pinene (43.7%), p-cymene (5.8%), B-phellandrene (4.6%),

a-terpineol (4.3%) et a-campholenal (4.0%).

Les résultats de travaux antérieurs ont également rapporté la présence de certains de ces
composés majoritaires a des teneurs variées mais aussi, 1’absence de certains d’autres par
comparaison avec nos échantillons. Les différences de composition chimiques rencontrées dans
les huiles essentielles du point de vue qualitatif et quantitatif, peuvent étre attribuées a un ou

plusieurs facteurs aussi bien extrinséques qu’intrinseques.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a permis de montrer par la méthode
d’aromatogramme, un grand effet inhibiteur des deux huiles essentielles de Thymus vulgaris sur
les sept souches de référence testées. Les plus sensibles sont Bacillus cereus ATCC 10876 et
Candida albicans ATCC 10231. Les plus grandes zones d’inhibition ont été enregistrées a des
diametres de 50.33 mm pour HE.TM et de 59.67 mm pour HE.TT. Les trois huiles essentielles
de Juniperus phoenicea n’ont, quand a elles, été actives que contre Bacillus cereus et Candida
albicans. Les plus grandes zones d’inhibition ont été notées a des diameétres de 34.67 mm
(HE.FF), 31.67 mm (HE.FS) et 16.67 mm (HE.B).

La méthode de macrodilution en milieu liquide a permis d’obtenir les concentrations minimales
inhibitrice (CMI), bactéricide (CMB) et fongicide (CMF) a des valeurs allant de 0.312 a
1.25 pl/ml, 0.312 a 10 pl/ml et de 0.625 a 2.5 pl/ml, respectivement concernant HE.TM et de
0.312 a5 pl/ml, 0.312 a 10 pl/ml et a 1.25 pl/ml, respectivement concernant HE.TT. Tandis que
pour J. phoenicea, les valeurs de CMI et de CMB ont été enregistrées a des gammes allant
respectivement de 0.312 a 1.25 pl/ml et de 0.625 a 2.5 pl/ml pour Bacillus cereus ATCC 10876
alors que la CMI et la CMF pour Candida albicans ATCC 10231, n’ont pu étre obtenues que
pour I’huile essentielle des baies et ce, a 2.5 ul/ml et 10 pl/ml, respectivement.

L’activité antimicrobienne exercée par les huiles de T. vulgaris pourrait étre attribuée au thymol,
y-terpinene, p-cymene, a-pinéne et linalool tandis que celle de J. phoenicea, pourrait étre liée au

B-phellandréne, a-pinéne, limonéne, a-phellandréne, p-cymene et myrcéne.

Par comparaison aux huiles et plus particulierement a celles du thym, les antibiotiques
n’étaient pas tous actifs contre les souches testées, certains étaient méme inactifs contre plus de
deux souches tels que 1’ampicilline, 1’oxacilline et I’erythromycine. Le plus grand diamétre
d’halo d’inhibition a été enregistré par la carbénicilline (44.5 mm) contre Proteus mirabilis

ATCC 35659 tandis que pour les antifongiques, il s’agit de ceux de 1’éconazole (29.33 et
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29.67 mm) contre Candida albicans ATCC 10231 et Aspergillus brasiliensis ATCC 16404,

respectivement.

L’étude du pouvoir antioxydant par le test de DPPH et le test de FRAP a montré que les
deux huiles essentielles de T. vulgaris possédaient une grande activité. En effet, HE.TM et
HE.TT ont été capables de piéger le radical libre DPPH. Les valeurs de CEso ont été obtenues
respectivement a 34.13 mg/ml et 24.89 mg/ml pour HE.TM et HE.TT. Celle de I’acide
ascorbique a été quant a elle, obtenue a 0.28 mg/ml. Par ailleurs, les trois huiles essentielles de
J. phoenicea ont exercé un effet antioxydant trés faible comparé a 1’antioxydant de référence et
aux huiles du thym. Seule la valeur de CEso de I’huile des baies a pu étre calculée (9980 mg/ml).
En ce qui concerne le test de FRAP, les valeurs de CEso ont été obtenues a 1.73 mg/ml et
1.71 mg/ml pour HE.TM et HE.TT, respectivement. Ces valeurs sont élevees par rapport a celle
de I’acide ascorbique (0.037 mg/ml) mais restent cependant, trés faibles comparé a celles des
huiles essentielles de J. phoenicea et qui sont de 1’ordre de, 2057, 1633 et 57.75 mg/ml pour
HE.FF, HE.FS et HE.B, respectivement.

L’étude pharmacologique réalisée in vivo sur des souris Swiss albinos a montré d’une
part, que les huiles essentielles administrées par voie orale, ne présentaient relativement pas de
risque de toxicité aigue. En effet, toutes les DLso ont eté supérieures a 5000 mg/Kg (Dose
maximale), seule celle de HE.TT a été déterminée a 4500 mg/Kg. D’autre part, le test de
I’cedéme plantaire induit par la carragénine, a permis de mettre en évidence I’effet anti-
inflammatoire des huiles essentielles de T. vulgaris. En effet, ces derniéres ont réduit de facon
hautement significative (p < 0.001) le diamétre de 1’cedéme formé donnant, ainsi, a la plus
grande dose d’huile testée (400 mg/Kg), des pourcentages d’inhibition de 50.4% pour HE.TM et
de 58.4% pour HE.TT et ce, six heures aprés 1’injection de la carragénine. Cependant, ces
résultats sont inférieurs comparés a celui du diclofénac (85.48% a 10 mg/Kg de p.c). Les huiles
de J. phoenicea n’ont, quant a elles, exercé qu’un tres faible effet sur 1’cedéme, donnant ainsi, a
400 mg/Kg, des pourcentages d’inhibition de 16.13% pour HE.FF, 14.52% pour HE.FS et 5.65%
pour HE.B.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de notre investigation, constitue une premiere
étape dans la recherche des substances de source naturelle biologiquement active, il serait

intéressant d’étayer ce travail en :
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Testant d’autres méthodes d’extraction et leurs influences sur le rendement et la

composition chimique des huiles essentielles ;
Extrayant les huiles de d’autres parties des plantes et les étudier ;

Fractionnant les huiles essentielles, isolant et caractérisant les composants responsables
des différentes activités biologiques ;

Testant les effets des composants actifs séparément et comparant leurs pouvoirs avec

ceux des huiles essentielles ;

Etudiant les mécanismes d’action et les facteurs influencant I’efficacité des huiles

essentielles ;

Elargissant le spectre des propriétés biologiques que peuvent posséder les huiles
essentielles en évaluant d’autres activités tant au niveau in vitro qu’in vivo telles que

I’activité antitumorale, antivirale, insecticide et allélopathique.
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Annexe n°1

Milieux de culture

Bouillon nutritif (BN) (g/l)

Peptone......c.ovniii 10g
Extrait de viande...........coooiiiiii

Chlorure de sodium...........coeviiiiiiiiiiiii i, 5¢
Eaudistillée.........coooiiiiii e, 1000 ml

pH=7,3+0,2

Gélose nutritive (GN) (g/l)

Peptone......covniiii 10g
Extrait de viande............coooiiiiiiiii e 3g
Extrait de levure..........oooviieiiiiniiiieieeee e, 3g
Chlorure de sodium............c.ocoiiiiiiiiiii e, 5¢g
AT e 18 ¢g
Eaudistillée.........c.oooiiii 1000 ml

pH=7,3+0,2

Mueller Hinton gélosé (M-H) (g/l)

Extraitde viande..............cooiiiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de caséine..................ccovvevinnnnn. 17,5¢g
AMION. ... 15¢g
N . | l6 g
Eaudistillée...........oooiiiii 1000 ml
pH =73
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Potato Dextrose Agar (PDA) (g/l)

Filtrat de pomme de terre............c.oevviiiiiiiniinnnn. 200 g
GIUCOSE. .ttt 20¢g
N 20¢g
Eaudistillée.............coooiii 1000 ml
pH=5,6

Sabouraud additionné de chloramphénicol gélosé (g/l)

Peptone......cooniii 10g
GIUCOSE ...veteeeee e 20¢g
AGAT o 15¢g
Chloramphénicol...........coooiiiiii e 059
Eau distillée.........cooiiiiiiii 1000 ml
pH =6

Annexe n°2

Tableau : Liste des antibiotiques utilisés

Antibiotique Sigle Charge du disque
Amikacine AK 30 ug
Amoxicilline AML 30 ug
Ampicilline AMP 10 ug
Carbénicilline CAR 100 pg
Céfazoline KZ 30 ug
Céphalotine KF 30 ug
Chloramphénicol C 30 pg
Acid clavulanique AUG 30 ug
Doxycycline DXT 30 pg
Erythromycine E 15 ug
Gentamicine CN 30 ug
Acide nalidixique NA 30 ug
Néomycine N 30 ug
Norfloxacine NOR 10 pg
Oxacilline OX 5 ug
Pipéracilline PRL 30 ug
Polymyxine B PB 100 IU
Triméthoprime-Sulfamethoxazole SXT 25 Ug
Tobramycine TOB 10 pg
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Annexe n°3
Composition des reéactifs utilisés pour le screening phytochimique des plantes
I- Caractérisation des alcaloides :

Réactif de Mayer

Chlorure mercurique..........ocooveeeieieneneseseeeeeeeee 6.79
lodure de POtasSIUM.........cceveerieeieriese e 25¢
Eau diStillée........coooviviciieee 200 ml
Réactif de Wagner

lodure de POtasSIUM..........ccoeriririeieeeese e 29
JOGB. .. 1.27¢g
Eau diStillée..........coooiiiiicece 100 ml

I1- Caractérisation des tanins
Réactif de Stiasny
FOrMOIl @ 4090, oot 10 ml

HCI CONCENEIE. ... 5ml

I11- Caractérisation des hétérosides cyanogénétiques

Préparation du papier picrosodé imbibé du réactif de Guignard

ACIHE PICTIQUE. ... 1lg
Carbonate de SOAIUM.........cccoovriiiririeiee e 10g
Eau distillée tiede...........covvviiiiiieiceeee, 100 ml

Chauffer le liquide a 50°C, tremper les bandes de papier filtre puis sécher.

Annexe n°4

Préparation de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6)

Peser 35.6 g/l de phosphate disodique (Na2HPO4) (A) et 31.2 g/l de phosphate monosodique
(NaH2PO4) (B). Mélanger 26.5 ml de (A) et 73.5 ml de (B) et compléter jusqu'a 200 ml avec de

I'eau distillée et ajuster le pH 4 6.6.
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Annexe n°5
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Figure n°1 : Chromatogramme de la composition chimique de I’huile essentielle de
Thymus vulgaris originaire de Tlemcen obtenu par CPG-SM
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Figure n°2 : Chromatogramme de la composition chimique de I’huile essentielle de
Thymus vulgaris originaire de Mostaganem obtenu par CPG-SM
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Figure n°3 : Chromatogramme de la composition chimique de I’huile essentielle des
feuilles fraiches de Juniperus phoenicea originaire de Mostaganem obtenu par CPG-SM
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Figure n°4 : Chromatogramme de la composition chimique de I’huile essentielle des
feuilles séches de Juniperus phoenicea originaire de Mostaganem obtenu par CPG-SM

170



RT: 0.00 - 89.99
18.67

2500000
2400000
2300000
2200000
2100000
2000000
1900000
1800000
1700000
1600000
1500000

1400000

CGIIII?IIII?IIII?HII?IHI?IIII?IIII?IIII?IIII?IIII?IIII?IHI?IIII?IHI?IHI?IHI‘?\HI‘?\III‘?\IH?\IH?\IH?HH?\IH?HH?HH?H

%1300000
81200000
1100000
1000000
900000
800000
F00000:
600000
500000
400000 23.22
300000 2362 28.60 3196
200000 .
100000
3.95 894 10.56 18.09 J . ,j, 3g.50 41.53 2110 5277 sg sy 5446 6521 69.98
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIQS 30 as 40 45 50 55 &0 &5
Time (min)
Figure n°5 : Chromatogramme de la composition chimique de I’huile essentielle des
baies de Juniperus phoenicea originaire de Mostaganem obtenu par CPG-SM
Annexe n°6

Composition de la nourriture des souris

La nourriture fournie aux souris est composée de dérivés d’origine végétale, céréales,

graines, fruits a coque.

Constituants analytiques :

Protéine brute (14%), matiéres grasses brutes (10%), cellulose brute (13%), cendres brutes
(3.6%), phosphore (0.4%), calcium (0.4%), sodium (0.1%).

Additifs nutritionnels/Kg :

4410 L.E. vitamine A, 677 I.E. vitamine D3, 56 mg vitamine E, 43 mg fer (E1), 0.1 mg iode (E2),
0.1 mg cobalt (E3), 3 mg cuivre (E4), 11 mg manganése (E5), 8 mg zinc (E6), 0.1 mg sélénium
(E8), colorants, antioxydants.
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Annexe n°7 : Etude in vivo de la toxicité aigue selon la méthode décrite par la ligne directrice OECD code 423 et détermination des DL so
selon la classification établie par GHS (Globally Harmonized System) :

Début
5 mg/Kg < 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
3 animaux < 3 animaux > 3 animaux > 3 animaux
5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg 2000 mg/Kg
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
D + @ @@ @ ?
v l v l v l
Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3 Catégorie 4 Catégorie 5
GHS >0-5 >5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Inclassables
1
Y —
3450 5] [
LDso A 4 Jr y Jr * J'
mg/Kg 5 25 30 50 200 300 500 | 1000 2000 2500 5000 0

p.C
Trois animaux d’un seul sexe sont utilisés (généeralement des femelles) ; 0, 1, 2, 3 : nombre d’animaux morts a chaque étape ; GHS : Globally

Harmonized Classification System (mg/Kg p.c) ; oo: inclassable.
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Annexe n°8:

Figure n°1 : Effet de I’huile essentielle de Thymus vulgaris L. de Mostaganem sur I’cedéme
plantaire 6 heures aprés injection de la carragénine chez la souris

Figure n°2 : Effet de I’huile essentielle de Thymus vulgaris L. de Tlemcen sur I’eedéme plantaire
6 heures apres injection de la carragénine chez la souris

Figure n°3 : Effet de I’huile essentielle des feuilles fraiches de Juniperus phoenicea L. sur
I’cedéme plantaire 6 heures aprés injection de la carragénine chez la souris

a : Groupe I (Contrdle) ; b : Groupe Il (Standard : Diclofénac a 10 mg/Kg de p.c) ; ¢ : Groupe IlI
(100 mg/Kg de p.c d’huile essentielle) ; d : Groupe IV (200 mg/Kg de p.c d’huile essentielle) ;
e : Groupe V (400 mg/Kg de p.c d’huile essentielle).
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Figure n°4 : Effet de I’huile essentielle des feuilles seches de Juniperus phoenicea L. sur I’eedéme
plantaire 6 heures apreés injection de la carragénine chez la souris

Figure n°5 : Effet de I’huile essentielle des baies de Juniperus phoenicea L. sur I’cedéme
plantaire 6 heures aprés injection de la carragénine chez la souris

a : Groupe | (Contrdle) ; b : Groupe Il (Standard : Diclofénac a 10 mg/Kg de p.c) ; ¢ : Groupe IlI
(100 mg/Kg de p.c d’huile essentielle) ; d : Groupe IV (200 mg/Kg de p.c d’huile essentielle) ;
e : Groupe V (400 mg/Kg de p.c d’huile essentielle).
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Annexe n°9

D

Figure n°1 : Résultats de I’aromatogramme des huiles essentielles de Thymus vulgaris L.
de Tlemcen (HE.TT) et de Mostaganem (HE.TM)

A : Bacillus cereus ATCC 10876 ; B : Escherichia coli ATCC 25922 ; C : Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 ; D : Proteus mirabilis ATCC 35659.
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F

\ HE.TT=13.33 mm

Y HE.TM= 18 mm
G

Figure n°2 : Résultats de I’aromatogramme des huiles essentielles de Thymus vulgaris L.
de Tlemcen (HE.TT) et de Mostaganem (HE.TM) (Suite)

E : Proteus vulgaris ATCC 6380 ; F : Candida albicans ATCC 10231 ; G : Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404
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Figure n°3 : Résultats de ’aromatogramme des huiles essentielles de feuilles fraiches (F),
feuilles seches (S) et des baies (B) de Juniperus phoenicea L.

A : Bacillus cereus ATCC 10876 ; B : Escherichia coli ATCC 25922 ; C : Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 ; D : Proteus mirabilis ATCC 35659.
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G

Figure n°4 : Résultats de ’aromatogramme des huiles essentielles de feuilles fraiches (F),
feuilles seches (S) et des baies (B) de Juniperus phoenicea L. (Suite)

E : Proteus vulgaris ATCC 6380 ; F : Candida albicans ATCC 10231 ; G : Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404
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This work aims to elucidate the chemical composition of two essential oil (EQ) samples obtained from the leaves of Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) collected
in two regions of Northwestern Algeria (Tlemcen and Mostaganem) and to assess their in wive acute toxicity and amti-inflammatory activity. Sixty-six
compounds could be identified by means of simultaneons GC-FID and GC-MS, accouating for 99.3% of total thyme oil of Mostaganem (EO.TM) and 99.0%
of Tlemcen (EOQ.TT). In both samples. thymol was the major component, amounting to 39.5% (EOQ.TM) and 67.3% (EO.TT) of the total oil. EO.TT proved to
be acutely toxic to mice at a dose of 4500 mg/kg p.o.. whereas EQ.TM did not show signs of acute toxicity. even at the highest dose tested (5000 mg/kg p.o.).
Both EOQ samples were proven to possess anti-inflaimmatory activities, significantly reducing carrageenan-induced paw edema in mice (after 6 hours at a dose
of 400 mgkg p.o) at 58.4% for EO.TT and 50.4% for EO.TM, respectively. In conclusion. it could be demonstrated that EOs of T. vuigaris exhibit a

considerable in vive anti-inflammatory activity at non-toxic doses.

Kevwords: Thymus vulgaris L., Essential oil, Chemical composition, Acute toxicity, Anti-inflammatery activity.

Inflammatory processes are non-specific defense mechanisms
developed to protect tissues against damage by harmful stimuli, e g
pathogens. physical damage or chemucal wrtants, and mitiating
repair mechanisms [1]. Unfortunately. inflammation 1s accompanied
by vanous undesirable symptoms, e g edema, erythema and pain,
alleviated by nonsteroidal anti-mnflammatory drugs with well-known
gastromtestinal, renal and cardiovascular adverse effects. Thus.
there has recently been an increasing interest m highly effective
anti-inflammatory agents from natural sources with as little adverse
reaction as possible.

Thyme (Thymus vulgaris L. Lamiaceae)is widely used m
traditional medicine and phytotherapy [2]. Its essential oil has been
proven to possess a great vanety of biological properties. mcluding
antibacterial [3. 4], antifungal [5]. anthelmintic[6]. msect repellent
[7]. antioxidant [8] and anticancer [4, 9]effects, often attributed to
its high vield of phenolic compounds. 1.e. thymol and carvacrol. Up
to now, only little 15 known about anti-inflammatory effects of
thyme EOs [10] though there is strong evidence that the antioxidant
potential of phenols such as thymol are associated with mhibitory
effects on mflammatory processes [11].

In the present study, we aimed at examining the composition of the
leaf EOs of T wvulgaris, collected m two regions of Northwestern
Algenia, Mostaganem and Tlemcen, and evaluating their in vive
acute oral toxicity and anti-inflammatory properties using the
carrageenan-induced paw edema test. To our best knowledge, this is
the first time that T vulgaris EOs from western Algenia have been
analyzed.

The EO yields were 2.2% for EO.TM and 42% for EQOTT,
respectively. determined on dry weight basis, confirming previous

results fora T vulgaris EO from Algenia [12] The EO compositions,
analyzed by simultaneous GC-FID and GC-MS, are presented in
Table 1. In total, 66 wvolatile compounds could be identified.
accounting for 99.3% of EQO.TM and 99% of EO.TT. Both samples
are dominated by monoterpenes and their oxygenated dervatives,
the major component bemng thymol with 59.5% i EOQO.TM and
67.3% i EQ.TT. respectively, whereas carvacrol was only found m
traces in both EOs. Thus, 1t can be concluded that the analyzed EOs
are typical representatives of the I vulgaris chemotype thymol
[13]. In both samples, thymol 1s accompanied by mnor amounts of
its brosynthetic precursors [14]. y-terpinene(8.7% in EQ.TM: 10.1%
i EO.TT) and p-cymene (5.6% m EQO.TM: 6.0%mn EQ.TT). The
present results are in accordance with results of 7. vulgaris EOs of
the same chemotype[3]. Interestingly. a previous study on Algenan
thyme EO [12] revealed an unusually lugh content of p-cymene
(26.4%) compared with thymol (25.6%), which may be explained
by differences in plant age and harvesting times [15].

Concerning the acute toxicity study of T vulgaris EOs, mortality
was observed 1n 2 out of 3mice 24 hours afier testing EO.TT at a
dose of 4500 mg/kg. Sedation and dyspnea were also noted during
the first hours after treatment with this dose. According to the
gumdelines[16]. a toxic dose 4500 mg/kg can be concluded for mice.
Concerning EQO. TM, no mortality was recorded in the mice tested,
but sedation was observed duning the first hours after treatment with
5000 mg'kg.

The results of the assessment of anti-inflammatory activity by
carrageenan-induced paw edema in mice are given in Table 2 and
Figure 1. The edema volume increases progressively depending on
hours, reaching its peak m the control group four hours after
carrageenan mjection.
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Table 1: Chemical composition of Thymus vulgaris essential oils from Algeria.

Abdelli er al.

N° Compound T vulgaris (Mostaganem) T wvulgariz ['T'lemcenj N° Compound T vulgariz (Mostaganem) T vulgaris (Tlemeen)
RI Area (%) RI Area (%) RI Area (%) RI Area (%)
1 Methyl-2-methyibutanoate i fr 775 0l 34 Tempinen4-ol 1192 04 1192 04
1 Ethyl butyl ketone 385 fr 838 r 3 p-Cymen-3-ol 1194 01 1194 r
3 oThyens 934 10 934 1.0 36 o-Tepinesl 1203 01 1203 01
4  o-Pmene 944 57 944 16 37 cis-Dihydrocarvone 1211 02 1211 0.1
£ Thwa-24(10)-diens isomer 952 fr 953 r 38 mans-Dihydrocarvons 1220 03 1220 01
6 Camphene 961 04 961 01 39 rans-Carveol 1230 r 1230 r
7 Tha-2.4{10)-diene 965 fr 965 r 40 Carvacrol methyl ether 1251 03 1251 0.1
3 1-Octen-3-ol 978 0.6 978 0l 41 Carvone 1259 0.1 1259 r
9  Sabmens 983 fr 933 r 42 Thymeol methyl ether 1294 0.7 1294 29
10 3-Oectanone 986 03 935 0.l 43 Carvacrel 1300 r 1300 r
11 p-Pmene 920 04 290 02 4 Thymel 1309 595 1309 67.3
11 Myreens 993 14 993 14 4% Eugemol 1370 r 1369 r
1} 3-Oectanal 995 01 993 0l 46 o-Copaene 1400 r 1400 r
14 o-Phellandrene 1014 02 1014 02 47 B-Bowbeonens 1413 01 1413 tr
15 5-3-Carens 1021 01 1021 01 48 (Epp-Caryophyllens 1451 19 1451 14
16 o-Terpinene 1026 11 1026 13 49 B-Copaene 1458 0.1 14358 r
17 p-Cymene 1033 56 1033 6.0 30 Aromadendrens 1471 02 1471 01
18 Limonene 1038 1.0 1038 04 21 o-Hummlene 1486 0.1 1486 r
19 p-Phellandrene 1041 03 1041 02 22 allo-Aromadendrens 1494 0.1 1493 r
20 (E}-B-Ocimene 1050 01 1050 01 23 y-Mumrolens 1501 0.1 1501 0.1
21 y-Terpinens 1067 8.7 1067 10.1 24 Germacrene D 1512 0.1 1511 r
11 cis-Sabinene hydrate 1077 01 1077 0.1 28 Ledene 1525 0.2 1525 01
13 3-Nonen-l-ol 1079 02 1080 0l 26 DBicyclogermacrens 1527 0.1 1527 r
14 3-Nonanone 1087 fr 1087 tr 27 y-Cadinene 1542 0.1 1541 0.1
1% rrams-Linalool cmde 1096 fr 1086 r 2§ 0-Cadmene 1546 0.2 1545 0.1
16 Terpinolens 1098 01 1098 0l 20 Cadina-1 4-diene 1559 r 1559 r
27 Linalool 1102 51 1102 27 60 o-Cadinens 1564 r 1564 r
18 MNonanal 1105 01 1105 0l 61 Spathulencl 1612 03 1612 01
29 rrams-Sabmene bydrate 1109 01 1109 01 62 Caryophyllene oxide 1622 02 1621 02
30 trams-Pinocarveol 1156 01 1156 r 63 Globulol 1630 r 1630 r
31 cis-Verbenol 1158 01 1158 tr 64 Isospathmlenol 1670 01 1670 0.1
31 p-Mentha-1,5-dien-8-al 1178 fr 1179 r 65 t-Cadinol 1672 r 1672 r
3} Bomeol 1183 12 1183 0.1 66 o-Cadinel 1683 i 1685 T
Total identified 90,1 90,0

EI: Retention index; tr- Traces = 0.03 %.
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Figure 1: Inhibition (m %%) of paw edema by Thymus vulgaris essential ods and diclofenac dunng 6 hours after carrageenan mjection.

Carrageenan-mnduced paw edema 15 a commonly used
experimental model of acute inflammation characterized by a
biphasic development of edema[17]. The first phase (1 — 2 hours)
1s dependent on mediator release, e g histanune, serotonm and
bradvkmin[17], whereas the second phase (3 — 6 hours) 1s
sustamed by the release of prostaglandins, leukotrienes,
lysozymes, proteases, NO and by local nfiltrationby neutrophils
producing free oxygen radicals, e.g. O, and OH' [18]. This phase
15 sensitive to the majority of climcally effective anti-
inflammatory drugs [17].

The treatment of mice with the two EOs of T wuigaris at
different doses showed a highly significant decrease of edema
(p= 0.001) from four hours compared with the control. whereas
the same could already be observed for diclofenac from three
hours compared with the control. These results go along with a
previous study on commercial thyme EO [10]. A previous study
gave evidence that acute inflammation in the mouse paw edema
model is —apart from increased oxvgen radical formation —
mediated by NO, produced by endothelial and from six hours
additionally inducible nitric oxide synthase, and by PGE;[19].
whose precursor 15 generated by COX-1 [18].
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Table 2: Anti-inflammatory of Thymus vulgaris essential oils on paw edema induced by camageenan in mice.

Treatment Paw thickness (mm)
1h 2h ih 4k 5h 6h

Control 2.860.008 1180008 325001 3.31=0.006 319+0.009 3.09:0.01

Standard 10 mg'kg 284+ 0.005* 2.95 £0.007+*= 271 =0.005%%* 247 £0.009%3% 223 £ (1.008*** 207 £0.007%**
EOQ.TM 100 mg/kg 283+ 0.006* 31150005 3.18=0.009%+* 3.16+0.005+*+ 2.96 £ 0.007+* 273 £0.008%**
EOQ.TM 200 mg/'ks 2.87+0.005 3.09 £ 0.006+** 3.16= 0,007+ 3.12+0.008*%* 288 £ 0.016%** 2.60 £ 0.009%+*
EOQ.TM 400 mg/kg 2.89+0.012 3.04 £ 0.008%*= 3.11 = 0,007+ 3.04 £ 0.00g=* 279 £ 0.014%%= 254 20011%#
EOQ.TT 100 mgKe 2.83£0.003%= 3.12:0.01** 3.16=0.009%+* 3.10+ 00075 2.87 £ 0.004+*= 269 +0.008%**
EO.TT 200 mg'kg 2.83+0.005% 3.00 £ 0.009++= 3142 0.0]%e= 2,99+ 0.012%* 2.76 = 0.00T** 253 +0.008%**
EO.TT 400 mz ks 276+ 0.01%* 2.99 £ (.023+%= 3.05 = 0.009*+* 2.95+0.007%% 2,67 = 0.009*** 236 +0.017**

Mean = SEM (n = 6); EO.TM: Essential ol of thyme of Mostaganem: EQ.TT: Essenfial o1l of thyme of Tlemcen; Control: vehicle (Tween 80, 1%); Standard: Diclofenac. *p= 0.03;

*p= (.01; **p= 0,001 sigmficance (companisen with control group)

The anti-inflammatory actwvity of T vulgaris EOs can be mainly
attributed to 1ts main compound, thymol. Indeed. previous studies
could demonstrate anti-inflammatory properties for this compound
[20, 21]. Thymol seems to mterfere with the activity of elastase, a
marker of mflammatory disease produced by activated neutrophils
[22]. and inhibits COX [23]. As already pointed out, the strong
antioxidant activity of thymol also contributes to anti-inflammatory
activity [24]. Moreover, thyme EO was shown to reduce the
secretion of inflammation mediators such as TNF-o, IL-1 and IL-8
[24]. Additionally, minor compounds, like p-cymene and lmalool,
may also contribute to anti-inflammatory activity: p-cymene was
found to block NF-«xB and MAPK signaling pathways, thus
reducing TNF-o and IL-1p secretion [25]. Linalool inhibits
inducible nitric oxide synthase and thus the proinflammatory effects
of NO [26]. In conclusion, it could be demonstrated that T. vulgaris
EOs from western Algeria possess a considerable anti-inflammatory
activity at doses far below toxic concentrations.

Experimental

Plant material: The aenal parts of T vulgaris were collected m

May 2014 in 2 regions in the northwest of Algeria:

1. Kharrouba, located in the east of Mostaganem (longitude
0°6"161"E, latitude: 35°38'742"N and altitude 80 m).

2. SebaaChioukh, located in the north of Tlemcen (longitude
1°21'21"0, latitude 35°9'22"N and altitude 514 m).

The samples were identified by Ms Hafida Hasnaow, engineer in

the national park of Tlemcen. Voucher specimens (Nr. HTAST-13

and HVSM-27) were deposited atAbdelhamid Ibn Badis University,

Faculty of Nature and Life Sciences, Mostaganem. The samples

were washed and dried at room temperature in the dark for 15 days.

Essential oil extraction: Dried leaves (100 g) of T vulgaris were
subjected to hydrodistillation for 3 h usmng a Clevenger-type
apparatus. The essential o1ls were stored at 4°C until tested.

GC-FID and GC-MS analyses: GC-FID analysis was performed on
a Thermo Quest Trace GC equipped with FID using a SE-52
capillary column (50 m = 0.25 mm = 1.0 pm). Helium 5.0 was used
as the carrier gas at a flow rate of 1.5 mL/mun; the initial oven
temperature was programmed at 60°C for 1 min with an increase to
250°C at a rate of 3°C/mun. The MS and FID data were
simultaneously acquired using a MS-FID splitter consisting of a
quartz Y-splitter and a short (ca. 20 cm) 0.1 mm ID fused silica
restrictor column as an mlet to the GC-MS interface and aca. 1 m
0.25 mm deactivated fused silica column as a transfer line to the
FID detector. The injector and detector temperatures were 230°C
and 250°C, respectively. EO sample (0.1 puL) was mjected neat at a
split ratio of 1:100. GC-MS analysis was performed on a Thermo
Quest Automass Solo single quadrupole mass spectrometer with
interface heating at 250°C. ion-source at 230°C. EI mode at 70 eV,
scan range 40-500 amu, scan rate of 0.5 sec and filament 300 pA.
Components were identified using ThermoXcalibur 1.2 software by
correlating spectra with NIST08, Wiley 8th Ed, Adams [27]., and

Mass Finder terpenoids libraries. The retention indices were
determined according to[28]. Quantification was achieved using
normalized peak area calculations of the FID without relative FID

response factors.

Pharmacological tests

Animals: Swiss albino mice of both sexes (weighing 25 — 30 g)
were purchased from Pasteur Institute (Algiers, Algena). They were
housed m polypropylene cages with free access to standard pellet
diet and water ad [ibitum. and maintamned under controlled
conditions of temperature (25 + 2°C) with a 12 h light/dark cycle.
The mice were acclimatized to the environment for 2 weeks prior to
expertmental use. All experimental protocols were prepared and
performed based on ethical guidance of the Institutional Animal
Ethical Comnuttee.

Preparation of test samples: The essential oils of T wvulgaris were
suspended m a muxture of distilled water and 1% Tween 80
providing a 100 mg/mL solution to be administered orally to the
animals [29]. Additional agents mcluding carrageenan (1%) and
diclofenac were dissolved in nommal saline (0.9%, w/v) prior to use.
All the chemicals used in this study were purchased from Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Acute oral toxicity: The acute oral toxicity was tested according to
OECD GuidelineN°423 [16]. The animals were fasted for 16 h prior
to the expertment with ad lib.access to water. The EOs were orally
administered to groups of mice (n = 3) at doses of 50, 100, 200,
300, 500, 1000 and 2000 mgkg, respectively. The control group
recerved only the vehicle Animals were continuously observed
during 2 h after treatments to detect changes in autonomic or
behavioral responses and monitored for any mortality for the
following 48 h and then for 7 days. If no death occurred m any
group, the test was repeated at higher doses (3000, 4000, 4500 and
5000 mg/'kg) wath a fresh batch of animals (n = 3).

Anti-inflammatory activity: The anti-inflammatory activity was
assessed on the basis of inhibition of paw edema induced by the
mjection of carrageenan [30]. The mice were fasted for 16 h prior to
the experiment with free access to water. They were divided mto 8
groups of 6 animals each Group I (control) received the vehicle
(Tween 80, 10mL'kg), Group I (standard) reference drug
(diclofenac, 10 mg/'kg). Groups III to V recerved EO.TM at doses of
100, 200 and 400 mg/kg. respectively. The same doses for EO.TT
were administered to Groups VI to VIIL respectively. All the
treatments were performed by oral administration. 30 min after drug
administration; edema was induced by injecting 50 L carrageenan
(1%, w/v) into the sub-plantar region of the right hind paw. Paw
thickness (mm) was measured using digital vernier calipers before
mjection and every 60 mm for 6 h afier mduction of the
mnflammation [31]. Edema mhibition percentage was calculated as
follows:

(Vt - vﬂ)cnntrul - (vt — Vﬂ)tested
(Vt - Vﬂ)ccmtrol

95 inhibition =
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where V, 15 the paw volume after a specific time interval after  Statistical amalysis: The results were statistically analyzed with
carrageenan injection and V; the paw volume before carrageenan  one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD test, using R software.

ijection. Values with p= 0.05 were considered stafistically significant.
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