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Résumé:

Les infections microbiennes restent des affections graves et leur fréquence a augmenté
de facon considérable au cours des dernieres années en raison de I’usage extensif des agents
antibactériens et antifongiques chimiques dans la médication humaine ainsi que dans les
élevages animaux qui conduit a la sélection de souches microbiennes resistantes.

D’un autre coté, les huiles essentielles et leurs constituants ont une longue histoire
comme agent antimicrobiens.

Dans ce contexte, l'objectif de ce travail est de mettre en évidence [activité
antimicrobienne de trois huiles essentielles: le citron (Citrus limon), la cannelle
(Cinnamomum zeylanicum) et le thym (Thymus numidicus). Cette activité a été évaluée sur 16
bactéries responsables de mycoses humaines. Une trés extréme sensibilité a été observée vis-
a-vis des souches étudiées pour le thym et la cannelle, qui n’es pas le cas pour le citron.

Nous avons commenceé par caractériser la composition chimique et quelques caracteres
physico chimiques (densité, indice de réfraction, et I’indice de fusion) des huiles essentielles
étudiées.

L’identification des constituants a été réalisée en se fondant sur l'absorption d’un
rayonnement infrarouge par (FTRI) et sur leur spectre de masse obtenu par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spec-trométrie de masse (CG/SM).

L’analyse chromatographiques (CG/SM) des essences a permis d’identifier :

o 53 composes pour le citron : qui représentent un total de 99,986,
o 60 composeés pour la cannelle : qui représentent un total de 99.938 %,
o 65 composeés pour le thym qui représentent un total de 95.70%.

Qui a été confirmé par une analyse par (FTRI).

L’¢tude du pouvoir antioxydant de ces huiles a été réalisée par la méthode de DPPH.
Les résultats obtenus ont montré 1’existence d’une activité antioxydante des huiles essentielles
mais moins efficace que celle de I’acide ascorbique. Pour une concentration de 1000 pg/ml,
I’huile essentielle a révélé un pourcentage d’inhibition de = (28,16+0 ,091) % pour le citron,
(4, 3 £ 0,112) % pour la cannelle et (44,93+0,157) % pour le thym tandis que I’acide
ascorbique est inhibée avec (94,81+0 ,286) % de DPPH.

L'ensemble des résultats microbiologiques obtenus au cours de cette étude montre que
I'huile essentielle du thym et de la cannelle testés possédent une activité antibactérienne trés
importante.

La diversité des especes vegétales ainsi que la variabilité des principes actifs naturels

fait que le domaine des plantes médicinales reste toujours a exploiter.



Abstract:
The microbial infections remain serious affections and their frequency increased in a

considerable way during last years because of the extensive use of the agent antibacterial and
antifungal chemical in human medication and that in the animal breeding which leads to the
selection of resistant microbial stocks. Of another with dimensions, essential oils and their

components have a long history like agent antimicrobial.

In the present work, the volatile compounds of Citrus limon, Cinnamomum zeylanicu
and Thymus numidicus Poiret. were detected and identified by GC-MS and FTIR analysis.
The essential oil was also subjected to a biological screening for its possible antioxidant
activities by means of DPPH radical scavenging test, the sample tested showed slight
antioxidant activity in comparison with the positive control (Ascorbic acid). Citrus limon
Cinnamomum zeylanicu and Thymus numidicus Poiret essential oil was examined also against
a panel of 16 bacterial strains using the agar diffusion method. The obtained results have
shown that the essential oil exhibited moderate to strong antimicrobial activity against the
tested microorganisms. This results suggested that the Citrus limon, Cinnamomum zeylanicu
and Thymus numidicus essential oil possesses a good antimicrobial and antioxidant properties,

and is a potential source of active ingredients for food and pharmaceutical industry.
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Introduction :

Tout le monde sait que les animaux, lorsqu’ils sont malades, partent spontanément a la
recherche des plantes qui contiennent la drogue propre a les guérir. L’homme primitif n’a sans
doute pas manqué de faire la méme observation ; il a probablement cherché a imiter les
animaux lorsqu’il était frappé par la maladie ; mais ce n’est qu’une hypothése. Peut-étre
poussé par la nécessité impérieuse de trouver un reméde a ses souffrances, ’Homme a-t-il
tourné naturellement son attention justement vers le regne végétal ; déja celui-ci lui fournissait
substances alimentaires, matiéres premieres pour la construction d’habitations et la fabrication
d’instruments utiles, bois de chauffage. Pour quoi n’aurait-il pas trouvé dans le monde végétal
de quoi soigner ses maladies ? Quoi qu’il en soit, depuis des temps trés lointains et chez tous
les peuples, on a toujours cherché a identifier les plantes médicinales ; les découvertes
archéologiques, faites dans les grottes et les palafittes de ’homme préhistorique, le prouvent
abondamment.

En réalité les plantes nous offrent des substances médicamenteuses vraiment efficaces ;
il suffit de rappeler, pour rester dans un domaine familier, les vitamines et les antibiotiques.
L’industrie chimique et pharmaceutique a isolé les principes actifs des végétaux a un degré
¢levée de pureté et elle en a produit d’autre synthétiquement. Cependant, les plantes
médicinales se révelent souvent plus efficaces parce qu’elles associent plusieurs substances
qui augmentent ou exténuent réciproquement leurs actions pharmacologiques spécifiques ; de
plus, ces substances se trouvent dans un état physico-chimique particulier, elles se libérent
progressivement dans 1’organisme, de sorte que I’effet thérapeutique se prolonge dans le
temps (D’andreta, 1969).

Beaucoup de plantes ou de produits qui en sont retirés sont utilisés dans 1’industrie des
produits d’hygiéne corporelle (peau). Avec la vogue actuelle pour le retour a la nature,
I’apport des végétaux a la cosmétologie est important : oléagineux (huiles d’amandes de
noisette, d’Avocat, beurre de cacao, etc.), émulsionnants, huiles essentielles, extraits aqueux,
hydro-alcooliques, glycérinés, huileux, etc., eaux distillées de fleurs, suces des fruits de
Iégumes, etc. lls sont administrés sous formes de crayons, batons, cremes, élixirs, émulsions,
gels, lotions, poudres, savons, shampooings, solutés, suspensions.....

La diversification de la production d’huiles essentielles ne peut étre envisagée que si la
caractérisation de ces substances naturelles est realisee et celle-ci passe par la connaissance de
la composition chimique, qui constitue un facteur determinant en vue de leur

commercialisation.
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Ainsi, I’accés a des données complétes et fiables constitue un des objectifs prioritaires
car les substances végetales se présentent, pratiquement toujours, sous forme de mélanges
complexes de molécules volatiles ou non, constitués de plusieurs dizaines de composés en
proportions variables et pouvant présenter des structures et des fonctions chimiques tres
variées. La caractérisation de ces substances naturelles nécessite la mise en ceuvre de diverses
techniques analytiques qui permettent non seulement d’apprécier sa valeur marchande, mais
aussi de réaliser le contréle de la qualité ou encore de mettre en évidence une éventuelle
spécificité.

Les infections microbiennes restent des affections graves et leur fréquence a
augmenté de facon considérable au cours des derniéres années en raison principalement du
nombre accru de patients immunodéprimés et d’interventions médicochirurgicales invasives
(Hulin et al., 2005). D’un autre coté, l’'usage extensif des agents antibactériens et
antifongiques chimiques dans la médication humaine ainsi que dans les élevages animaux
conduit a la sélection de souches microbiennes résistantes, d’ou 1I’importance d’orienter les
recherches vers de nouvelles voies et surtout vers les végétaux qui ont toujours constitué une
source d’inspiration de nouveaux médicaments. Ainsi, les huiles essentielles commencent a
avoir beaucoup d’intéréts comme source potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles
font I’objet de multiples études pour leur éventuelle utilisation comme alternative dans le
traitement des maladies infectieuses. Le traitement des mycoses cutanées bénéficie
actuellement de nombreux antifongiques actifs et efficaces. Malgré cela, le probleme des
résistances de plus en plus nombreuses a un ou plusieurs antifongiques persiste encore. Par
ailleurs, le probléme des récidives n’est pas résolu et on sait qu’il n’y a pas d’immunité vis-a-
vis des champignons, mais plutdt d'un terrain favorable aux mycoses. Ce probléme de
mycoses a répétitions a été soulevé et il semblerait s’agir beaucoup plus d’une absence
d’¢éradication du germe que d’une infestation (Ouraini et al., 2007).

Ces différentes difficultés ont suscité notre intérét pour la recherche d’autres substances
antifongiques et/ou antibactériennes pouvant constituer une solution alternative aux
médicaments actuels. Différentes especes végétales sont connues depuis longtemps pour leurs
effets antimicrobiens. Les plantes aromatiques et médicinales constituent une richesse
naturelle tres importante dont la valorisation demande une parfaite connaissance des
propriétés a mettre en valeur. Les propriétés medicales des plantes médicinales dépendent de
la présence d’agents bioactifs variés et appartenant a différentes classes chimiques. Ces
propriétés, dues souvent a la fraction huile essentielle (HE), peuvent étre mises a profit pour

traiter les infections mycosiques. L’usage des huiles essentielles en médecine ne fut jamais
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abandonné malgré la decouverte de processus de synthése organique et la naissance de
I’industrie pharmaceutique. Elles sont considérées comme un véritable réservoir de molécules
de base qui sont irremplacables (Ouraini et al., 2007).

Aujourd’hui, de nombreuses techniques analytiques sont disponibles et la démarche
analytique adoptée est différente, suivant qu’il s’agit d’identifier des composés connus et dont
les caractéristiques spectrales sont disponibles ou lorsque 1’objectif est 1’élucidation d’une
structure non décrite dans la littérature. D’une maniére générale, la fiabilité des résultats
constitue le premier critére a prendre en compte et implique souvent la mise en ceuvre de
plusieurs techniques complémentaires. Globalement, on distingue les deux voies analytiques
suivantes. La premiére voie est basée sur le couplage «en ligne» d’une technique
chromatographique, qui permet d’individualiser les différents constituants, généralement la
Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) avec une technique spectroscopique, la
Spectrométrie de Masse (SM) et/ou la spectrométrie Infra-Rouge par Transformée de Fourier
(IRTF) (ou FTIR : Fourier Transformed InfraRed spectroscopy), permettant 1’identification
des constituants par comparaison des données spectrales avec celles de produits de référence
contenus dans des bibliotheques de spectres. Les données spectrales sont systématiquement
associ¢es a l’utilisation des indices de rétention, qui sont calculés a partir des temps de
rétention d’une gamme étalon d’alcanes.

Notre étude sera donc répartie en neuf chapitres, initiés par une recherche
bibliographique ou nous rapportons (du premier au septiéme chapitre) une généralité sur les
les huiles essentielles, techniques d’extractions, caractéres physicochimiques, methodes
d’analyse et activité antioxcidante et antimicrobienne, le huitieme chapitre sera consacré a
I'étude anatomique de la peau humaine, ainsi nous décrirons les différentes formes
médicamenteuses destinées a la vois cutanée. Une généralité sur les microorganismes
pathogénes et les principaux moyens de lutte contre eux, sont rapportés dans le neuvieme
chapitre.

La partie pratique est subdivisée en deux chapitres, le premier I’extraction ; par
expression a froid (Citrus limon), par hydrodistillation (Cinnamomum zeylanicum) et par
entrainement a la vapeur d’eau et hydrodistilation (Thymus numidicus), dosage, et
identification des HE. La composition de I’huile essentielle a été identifiée par (CG/SM) et
par (FTIR). Et enfin mesure de I’activité antioxydant et tests de sensibilité des bactéries
vis-a-vis de nos HE utilisées.

Le second abordera les différents résultats et leurs discussions.

Enfin, une conclusion générale, résume I'ensemble des résultats obtenus.
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Historique:

Les premiers étres vivants ont ét¢ des végétaux d’aspect étrange, qui flottaient dans le
grand océan primitif, véritable bouillon de culture ou se mélaient des substances d’origine
terrestre et atmosphérique. Leur restes, masses de silice plus ou moins ramifiées, ont éte
découverts dans les roches précambriennes vieilles de 2 a 3 milliards d’années, a la fois en
Amérique du Nord et en Afrique du Sud.

Les plantes ne se fossilisent pas facilement. En effet, elles n’ont guére de parties dures,
et les intempéries ainsi que la pourriture font disparaitre leurs tissus avant qu’ils soient
préservés dans roches. Les paléontologistes étudient donc trés attentivement les fossiles qu’ils
trouvent, et leurs travaux ont permis de reconstituer 1’histoire de la végétation. Cette branche
de la paléontologie, la paléobotanique, arrive a des reconstitutions de plus en plus complétes
de végétaux disparus ; elle permet de rattacher des grandes lignes de 1’évolution végétale,
d’établir les parentés réelles entre les groupes de plantes, enfin de fournir des précisions sur
I’écologie et le climat (Le monde de la nature, 1978).

Il est remarquable que toutes les civilisations, sur tous les continents, aient développé, a
coté de la domestication et de la culture des plantes a des fins alimentaires, la recherche de
leurs qualités thérapeutiques. Et il est peut étre plus remarquable encore que cet ensemble de
connaissances ait traversé les millénaires, en s’approfondissant, en se diversifiant, mais sans
jamais devenir globalement caduc. L’usage des propriétés de 1’opium retiré du pavot, 4000
ans avant qu’on apprenne a en extraire la morphine, est a cet égare significatif de la pérennité
de ces connaissances, longtemps restées empiriques, et que depuis quelques siécle, le progrés
des sciences modernes a rendues plus rigoureuses.

On peut, si 'on veut prendre une vue d’ensemble du progrés des connaissances
humaines concernant les plantes médicinales, distinguer trois grandes périodes. Pendant
I’Antiquité égyptienne, grecque et romaine s’accumulent des connaissances empiriques
nombreuses qui seront transmises en particulier par I'intermédiaire des Arabes aux
héréditaires européens de ces civilisations defuntes. A partir de la renaissance, ces savants
occidentaux vont mettre a profit le renouveau de 1’esprit scientifique et la multiplication des
voyages de découverte pour développer considérablement cet acquis et amorces une mise en
ordre rigoureuse de tous les éléments de I’expérience passée. En fin, surtout depuis la fin du
XVllle siécle, le progres trés rapide des sciences modernes et venu enrichir et diversifier dans
proportions extraordinaires le savoir sur les plantes, qui s’appuie aujourd’hui sur des
disciplines comme la paléontologie, la géographie, la cytologie, la génétique, I’histologie, la
biochimie.

17



En 1873, I’égyptologue allemand Georg Ebers fit ’acquisition d’un volumineux rouleau
de papyrus ; aprés en avoir déchiffré I’introduction, Ebers fut surpris par cette phrase : «Ici
commence le livre relatif a la fabrication des remédes pour toutes les parties du corps
humain ». Cet écrit se révéla étre le premier traité medical égyptien connu. Il comportait une
partie relative au traitement des maladies internes et une liste impressionnante de médicament.

Ces connaissances médicales nées en Egypte ancienne se répandirent notamment en
Mésopotamie. Le docteur Reginald Campbell Thompson, conservateur adjoint du British
Muséum, parvint a identifier, en 1942, 250 végétaux, minéraux et substances diverses dont les
praticiens babyloniens avaient utilisé les vertus thérapeutiques, en particulier la belladone
employée contre les spasmes, la toux et 1’asthme; des tablettes mésopotamiennes
mentionnent le chanvre indien, auquel on reconnait des propriétés analgésiques, et qu’on
prescrit contre la bronchite, les rhumatismes, 1’insomnie. Mais ce furent surtout les Grecs,
puis par leur entremise, les Romains, qui hériterent des connaissances égyptiennes, et les
porterent a un plus haut niveau. Aristote, esprit universel, s’enquit de I’histoire naturelle et de
la botanique ; Hippocrate, souvent appelé «le pére de la médecine » consigna avec ses
disciples la somme de connaissances médicales de son temps dans 1’ensemble de traités connu
sous le nom de Corpus Hippocraticum : pour chaque maladies, y est décrit le reméde végétal
et le traitement correspondant.

Caton I’Ancien, au II e siécle av J-C mentionna dans son traité De re rustica 120 plantes
medicinales qu’il cultivait dans son jardin.

Au tout début de I’ére chrétienne, Dioscoride répertoria, dans son trait¢é De materia
médica, plus de 500 drogues d’origine végétale.

Le Grec Galien, dont I’influence sera aussi durable que celle d’Hippocrate, attachera en
particulier son nom a ce qu’on appelle encore la pharmacie galénique: on distingue en effet
I’emploi des plantes « en nature », c’est-a-dire en poudres, et les préparations galéniques, ou
des solvants comme I’alcool, I’eau, le vinaigre servent a concentrer les principes actifs de la
drogue.

Le Moyen Age, ne fut pas précisément une époque de progres scientifique rapide. Les
domaines de la science, de la magie et de la sorcellerie tendent souvent a se confondre; des
drogues comme la jusquiame noire, la belladone et la mandragore vont étre considérées
comme des plantes d’origine diabolique.

Au début du XVle siécle, le médecin suisse Paracelse essaie de cerner 1’ «ame », la
«quintessence » des végétaux, d’ou s’irradient leurs vertus thérapeutiques. Ne disposant

évidemment pas des moyens d’analyse que fournira ensuite la technique moderne, il tente de
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rapprocher les vertus des plantes de leurs propriétés morphologiques, leur forme, leur
couleur : c’est la fameuse «théorie des signatures ». Son contemporain 1’Italien Mattiole
comment 1’ceuvre de Discoride et découvre les propriétés du marron d’Inde et de la
salsepareille d’Europe.

Les botanistes : Mathias de Lobel, Guillaume Rondelet, Charles de 1’Ecluse, Jean et
Gaspard Bauhin font faire de grands progres a la classification systématique des végétaux,
rendu de plus en plus indispensable par la masse immense des connaissances acquises.

En 1792, les missionnaires comme le pére Plumier, botanistes comme Tournefort,
ramene d’Orient 1336 plantes nouvelles.

Le catalogue des plantes médicinales s’est enrichi, la description de leurs
caractéristiques et la détermination de leur emploi se sont précisées, la classification de leurs
espéces a fini par s’imposer avec rigueur.

En 1804, le chimiste Derosne, isole la morphine de 1’opium extrait du pavot, en 1817 les
pharmaciens Pelletier et Caventou, isolent I’émétine des ipécas, en 1818, isolent, la strychnine
de la noix vomique et, en 1820, la quinine du quinquina. On sait dorénavant reconnaitre les
vertus thérapeutiques d’une plante en fonction non des ressemblances que Paracelse avait
voulu y voir inscrites, mais des composants chimiques qu’elle contient. Beaucoup de ces
composants peuvent étre aujourd’hui reproduits artificiellement par synthése. (Secrets et
vertus des plantes médicinales. Publié par sélection du Reader’s Digest, 1986).

Pour la chine, la médecine traditionnelle qui se pratique depuis quelgues 2500 ans fait
grand usage des plantes qui constitue une partie majeure de cet art. Il comprend aussi
I’acupuncture. L’occident reconnait maintenant que la médecine traditionnelle chinoise offre
des traitements efficaces pour des maladies diverses, y compris celles d’origine allergique.
Les médecins du fameux Great Ormond Street Hospital for Sick Children a Londres furent
impressionnés récemment lorsqu’ils constatérent que des cas graves d’eczéma qu’ils avaient
été incapable de guérir avec les médicaments habituels s’amélioraient grace a une formule
spéciale regroupant dix plantes chinoises (Ridgway, 1994).

L’héritage des chinois fut recueilli par les Arabes, ainsi I’art de guérir connu un grand
essore avec 1’avénement de I’Islam. Le premier musulman qui tiré largement profit de ces
traductions médicales fut El-Razi (865-925). Le plus célébre médecin arabe fut Avicenne
(980-1037) appele le premier sage, dans son deuxieme livre du Canon de la medecine qui le
consacre a la pharmacologie et a I’enseignement des remeédes naturels simple. 1l y décrit 811
produits végétaux et minéraux en expliquant leurs effets sur 1’organisme humain

(Volak et al., 1983).
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Enfin a I’époque actuelle, nous voyons se poursuivre intensivement la recherche et
I’étude scientifique des plantes médicinales dans de nombreux instituts, entreprises
pharmaceutiques ou chimiques des pays industrialisés (Bezanger et al., 1980).
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Chapitre 1 : Les huiles essentielles.
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1. Métabolismes secondaires :

Les métabolites secondaires constituent un ensemble de molécules qui ne sont pas strictement
nécessaires a la survie d’une plante, d’une bactérie ou d’un champignon.

Il s’agit majoritairement de molécules de taille et de masse faibles comparées aux molécules
du métabolisme primaire (glucides, lipides et acides aminés). Elles sont majoritairement a la
source d’odeurs jouant le role a la fois de répulsif envers les prédateurs (concurrents
écologiques) et d’attractif, de pigments permettant de capter le rayonnement solaire mais aussi
de protéger la plante contre ce rayonnement.

Parmi les meétabolites secondaires, les HE sont les plus étudiées et présentent une grande
importance commerciale. Il s’agit de mélanges naturels généralement dominés par des
composés mono- ou sesquiterpéniques, plus rarement diterpéniques, et parfois par des
phénylpropanoides.

Les HE trouvent des emplois dans des secteurs assez divers, principalement en parfumerie, en
cosmétique et font aussi I’objet d’une consommation importante de la part de I’industrie
agroalimentaire ou elles sont appréciées pour leurs propriétés organoleptiques.

Les méthodes d’extraction des HE obéissent & des normes comme celle de ’AFNOR NF T
75-006 qui précise que seul ’entrainement a la vapeur, les procédés mécaniques a partir de
I’épicarpe des Citrus et la distillation a sec peuvent produire une huile essentielle
(Sutur, 2010).

2. Huiles essentielles :

2.1. Définition :

Ces produits, appelés communément essence, sont les substances odorantes volatiles
contenues dans les végétaux. Leur volatilité les oppose aux huiles fixes qui sont des lipides.
Ces huiles essentielles sont mélanges de constituants plus ou moins nombreux, généralement
liquides (Paris et Moyse, 1976).

La définition d’une huile essentielle donnée par la pharmacopée francaise est aussi restrictive
puisqu’elle exclut aussi bien les produits obtenus par extraction a 1’aide de solvants que ceux
obtenus par tout autre procédé (Bruneton, 1993).

Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les huiles essentielles ne contiennent
pas de corps gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile de tournesol,
de mais, d'amande douce, etc.).

Il s'agit de la sécrétion naturelle élaborée par le végétal et contenue dans les cellules de la

plante, soit dans les fleurs (ylang-ylang, bergamotier, rosier), soit dans les sommités fleuries
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(tagete, lavande), soit dans les feuilles (citronnelle, eucalyptus), ou dans I’écorce (cannelier),
ou dans les racines (vétiver), ou dans les fruits (vanillier), ou dans les graines (muscade) ou

encore autre part dans la plante (Anton et Lobstein, 2005).

2.2. Caractérisation d’huiles essentielles :

La caractérisation des huiles essentielles — et d’ailleurs de tout mélange naturel — peut prendre
plusieurs aspects en fonction du besoin et de 1’objectif assigné.

Ainsi, dans la trés grande majorité des huiles essentielles, les 15-25 composés majoritaires
représentent 80-95% de la composition globale et sont donc suffisants pour caractériser cette
huile essentielle.

Il faut toutefois signaler que la connaissance des composes minoritaires est parfois un
paramétre important de la qualité biologique ou organoleptique du produit et qu’en
conséquence une analyse fine est nécessaire.

Il faut également signaler qu’une analyse peut étre totalement faussée par la mauvaise

identification d’un seul constituant (Sutour, 2010).

2.3. Etat naturel et répartition :

Elles se rencontrent dans tout le régne végétal ; Cependant, elles sont particulierement
abondantes chez certaines familles : Coniféres, Rutacées, Ombilliferes, Myrtacées, Labiées.
Tous les organes peuvent en renfermes, surtout les sommités fleuries (Lavandes, Menthes,
Mélisse, ect.), mais on en trouve dans les racines ou rhizomes (Vétiver, Curcuma,
Gingembre), les écorces (Cannelles), le bois (Camphrier, Sassafras), les fruits (Poivres,
Badiane, fruit d’Ombelliferes, de Citrus), les graines (noix de muscade).

A noter que, pour une méme espece, la composition des essences peut varier d’un organe a
’autre et suivant les conditions du milieu. En climat chaud, la teneur en huile essentielle est
plutot élevée (Paris et Moyse, 1976).

Quantitativement, les tenures en 1’huile essentielle sont plutot faible, assez souvent inférieures

a 1% (Belaiche, 1991).

2.4. Localisation :

Au point de vu de la localisation dans la plante, les huiles essentielles peuvent se former dans
des cellules non différenciées, ou plus grosses (Lauracees).

Le plus souvent, elles sont localisées dans des organes sécréteurs : poils des Labiées et des

composées : I’essence formée s’accumule sous la cuticule ; poches sécrétrices schizogénes
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des Myrtacées, résultant de division répétée d’une cellule et de 1’écartement des cellules filles
laissant un méat ou s’accumule 1’essence ; poches schizolysigene des Rutacées ou il y a
d’abord formation d’un méat, puis lyse d’une partie du tissu sécréteur de bordure ; canaux
sécreteurs, dont le produit de sécrétion renferme également des  résines
(Paris et Moyse, 1976).

2.5. Propriétés physiques :
e Ce sont des liquides a la température ordinaire.
e Volatiles, odorant.
e Généralement incolores ou jaune pale.
e Leur densité est le plus souvent inférieure a 1.
e Leur indice de réfraction souvent elevé avec un pouvoir rotatoire.

e Peu soluble dans I’eau, solubles dans 1’alcool et solvant organique.

(Paris et Hurabielle, 1980).

2.6. Composition chimique :

Les huiles essentielles sont des mélanges de complexes et éminemment variables de
constituants qui appartiennent, de facon exclusive, a deux groupes caractérisés par des
origines biogenétiques distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le groupe des
composés aromatique dérives du phénylpropane —beaucoup moins fréquents-d’autre part
(Buneton, 1995).

Les huiles essentielles peuvent étre mises en évidence dans les coupes d’organes végétaux au

moyen de colorant spéciaux (Liophiles) : orcanette, Soudan Il (Paris et Moyse, 1976).

2.7. Extraction :

1)On les obtient le plus généralement par distillation et entrainement par la vapeur
d’eau. Les plantes sont placées dans un alambic. On fait passer a travers les végétaux un
courant de vapeur d’eau ou bien on fait bouillir directement 1’eau dans laquelle ont été mises
les plantes entiéres, contusées ou broyées lorsqu’il s’agit d’organes durs (écorces, racines).
Les principes volatils ne se dissolvent que trés partiellement dans 1’eau et I’essence peut étre
séparée par décantation du distillat aprés refroidissement.
On se sert le plus souvent pour recueillir les essences d’un récipient florentin a tubulure
latérale : les essences mois denses que 1’eau, sont séparées a la partie supérieure, les autres a
la partie inférieure.
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Au cours de I’opération, 1’eau saturée d’essence est «cohobée », c’est-a-dire renvoyée dans
I’alambic.
On peut saturer le distillat avec un sel neutre et I’épuiser par un solvant trés volatil (éther,
pentane), qui ensuite évaporé sous vide.
Cette méthode est tres genérale ; cependant, elle ne peut étre utilisée lorsque les constituants
de I’essence sont altérables par la chaleur.

2)Pour certaines essences comme celles des fruits de citrus (Orange, Citron), on a
avantage a opérer par expression a froid du zeste frais. Celle-ci peut se faire a la main
(procédés a la cuillere, a 1’écuelle), ou apres scarification mécanique.

3)L’extraction directe des plantes par des solvants volatils (hydrocarbures, alcools) puis
distillation est trés utilisée en parfumerie ou 1’on prépare des «concretes » et des essences
dites «absolues » (soluble dans 1’alcool a froid).

4)Pour les organes fragiles on peut pratiquer I’enfleurage, c’est-a-dire le contact avec
un corps gras (axonge) qui se sature d’essence. Le corps gras est épuisé par 1’alcool absolu et
ce solvant est évaporé sous vide.
Les essences extraites d’'une méme plante par ces différentes méthodes n’ont pas exactement
la méme composition. Les Pharmacopées n’admettent que les deux premiers procedés.
Les essences ainsi obtenues sont purifiées par distillation fractionnée, ce qui permet de se
débarrasser des constituants malodorants (amines, furfural) ou irritants (aldéhydes : essence
de Niaouil).
Les hydrocarbures terpéniques sont souvent éliminés (essences déterpénées), car, étant
insaturés, ils sont de mauvaise conservation et irritant pour la peau. Ces alcools déterpénées

sont plus solubles dans les alcools faibles (Paris et Moyse, 1976).

2.8. Classification des huiles essentielles :
(En fonction de leur pouvoir antiseptique) :
L’étude analytique et comparative du pouvoir antiseptique des huiles essentielle sur les

germes pathogene permet une classification en trois groupes (Belaiche, 1991).

Groupe | : Les HE germicides majeurs ou essences majeures :

Nous avons attribué le terme d’essences majeurs a un groupe d’huiles essentielles dont
I’action «antiseptique » est fort est constante.

L’indice aromatique des essences de ce groupe se situe sensiblement entre 0,45 et 1 pour

Gram (+), les Gram (-) et les levures.
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Les huiles essentielles majeures sont au nombre de six et elles permettent de traiter selon les
indications et dans les limites de 1’aromathérapie plus de 90% des maladies infectieuses
chronique.

Ces huiles essentielles sont :

1-Thymus capitatus Hoffm et Link.

2-Cinnamomum zeylanicum Ness.

3-Thymus vulgaris L.

4-Eugenia caryophyllata Thumb.

5-Satureia montana L.

6-Malaleuca alternifolia Cheel.

Groupe Il : Les HE moyennes :

Elles se différencient de I’huile essentielle majeure dont le pouvoir antiseptique est
relativement constant (90% des cas). (L’indice aromatique est inférieur a 0,45)

Les essences moyennes présentent un caractere antiseptique plus aléatoire, elles sont a base de
nombreuses spécialités pharmaceutiques.

Les principales HE moyennes sont :

1-Pinus sylvestris L.

2-Melaleuca leucadendron L.

3-Eucalyptus globulus Labill.

4-Lavandula vera DC.

5-Myrtus communis L.

6-Pelargonium graveoleus I’Hent.

7-Citrus aurautium var amara Link.

8-Artemisia dracunculus L.

9-Thymus serpyllum L.

10-Malaleuca viridiflora Gaerton.

Groupe 111 : Les HE majeures aléatoires :

La classification des huiles essentielles est le résultat de 1’observation d’un trés grand nombre
d’aromatogrammes. Si les huiles essentielles majeures montres une action fortement
germicide dans pres de 90% des cas, I’expérience nous a appris qu’il existait, lors de la lecture
de chagque aromatogramme une ou plusieurs huiles essentielles qui montraient pour le germe

testé, une action bactéricide trés forte inhabituelle.
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On appelle ces huiles : les HE de hasard ou les majeurs aléatoires, ou seul le hasard a permis
d’obtenir une action bactéricide impossible a prévoir a partir de la composition chimique de
I’HE testée ou des caractéristiques du germe microbien contre lequel elle est testée.

N’importe qu’elle HE peut devenir au moins une fois une HE majeure aléatoire ce qui
explique la complexité de la composition chimique d’une essence aromatique.

Exemple de ces huiles : gingembre, citron, laurier (Belaiche, 1991).

2.9. Emploi des huiles essentielles :

Les huiles essentielles issues des sécrétions des plantes aromatiques et médicinales montrent
des propriétés d'intérét alimentaire, cosmétique, thérapeutique et pharmacognosique
(Iserin et al., 1996).

En parfumerie ; c’est le débouché principal des huiles essentielles de concrétes, des absolues
et autres résinoides. La cosmétologie et le secteur des produits d’hygiéne sont également des
consommateurs, méme si le colt souvent élevé des produits naturels conduit parfois a
privilégier pour les formulations des grandes diffusions les produits synthétiques.

A la limite de ces secteurs, on notera la présence d’huile essentielle dans les préparations pour
bains «calmants » ou «relaxants ».

Dans diverses industries ; surtout chimiques qui utilisent les isolats (isoméres des substances
pures isolées des huiles essentielles exemple : citronellal, linalol, comme matieres premiéres
pour la synthese des principes actifs médicamenteux, de vitamines, de substances odorantes
(Bruneton, 1995).

Dans le domaine agroalimentaire, 1’huile essentielle du citron sert a la fabrication d’ardmes
alimentaires, d’essences fruitées, de boissons rafraichissantes, de liqueurs, de patisseries et de
confiseries (Iserin et al., 1996, Robert et Lobstein, 2005).

C’est en gastronomie que se fait le plus large emploi des plantes a essences sous forme
d’épices. Celles-ci sont réparties en épices aromatiques (ardbmes amers et acres) comme dans
le cas du faux poivrier, ou simplement en épice pour les desserts et patisseries
(Bruneton, 1999). Les huiles essentielles peuvent également étre ajoutées dans les produits
alimentaires destinés a la conservation (produits de la quatrieme gamme). Elles s’ajoutent sur
les produits de consommation dans le but d’aromatisation (quelques gouttes déposées sur les

morceaux du sucre) (Pingot, 1998).
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2.10. La conservation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont extrémement volatiles (elles s’évaporent trés facilement) et, de
plus, ne supporte ni la lumiere ni la chaleur ; elles doivent donc étre conservées dans des
petits flacons de couleur sombre hermétiquement bouchés. Elles se gardent en général un ou
deux ans. Les huiles extraites de I’écorce des agrumes, qui sont les plus volatiles, ne durent

qu’environ six mois. (Peters, 1999).

2.11. Toxicité des huiles essentielles :

L’utilisation des huiles essentielles du citron extraites soit par hydrodistillation soit par
expression a froid ne présente aucun risque de toxicité, ni aigué ni chronique
(Robert et Lobstein, 2005).

Les huiles essentielles contenant des phénols, tels que le thym, la cannelle et le clou de
girofle, devraient étre employées avec prudence. La toxicité du foie peut se produire si les
huiles essentielles sont utilisées a de fortes doses pendant un temps prolongé. Les cétones
contenues dans I’armoise, la sauge et les huiles d’hysope peuvent ainsi causer ce genre de
probleme (Bruneton, 1993) et (Couderc, 2001).

De plus, certaines huiles essentielles peuvent provoquer des réactions cutanées allergiques
(Meynadier et al., 1997) C’est en particulier le cas des huiles essentielles suivantes: la
cannelle de Ceylan, la menthe, la Litsée, la mélisse, le pin, ou la mousse de chéne. Les
réactions de la maladie sont variées et peuvent apparaitre jusqu’a 3 jours apres le contact du
produit avec la peau. lls vont du simple prurit (démangeaison) a 1’eczéma allergique en
passant par des plaques, un aspect psoriasique, voire des pigmentations ou dépigmentations
locales.

La proportion de la population développant des allergies cutanées dues aux parfums est en
augmentation car ’utilisation de parfums et de produits parfumés (cosmétiques, désinfectants
parfumés, lessives, batons d’encens (Hayakawa, 1987) ne cesse d’augmenter. Il a été
démontré que les allergénes présents dans 1’air jouent un role évident dans la formation
d’eczéma de contact, soit par inhalation, soit par contact cutané (Schnuch, 2006). Les huiles
essentielles qui sont utilisées en parfumerie peuvent irriter les muqueuses respiratoires et
favoriser le déclenchement de crises d’asthmes pour les asthmatiques (comme par exemple les
sprays désodorisants). Il a été rapporté qu’en présence de parfums, les personnes asthmatiques
et developpant des allergies de contact montrent des détresses respiratoires plus fréquentes
que les personnes saines. Cependant, les mécanismes immunologiques n’ont pas été
démontrés (Elberling et Skov, 2007).
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Une ingestion accidentelle d’huile essentielle peut, selon la sorte et la quantité, générer une
intoxication grave comme le coma et méme la mort. Les huiles essentielles trés liquides
peuvent parvenir dans les voies respiratoires si elles sont malencontreusement avalées ou
vomis. Cela peut conduire a une inflammation des poumons (pneumonie).

Certaines huiles essentielles comme le citron, 1’orange amere et la bergamote deviennent
sensibilisantes et toxiques seulement sous l’influence de la lumiere. De plus, les huiles
essentielles contenant des phénols sont toxiques pour le foie (clou de girofle, thym, origan).
Les cétones et dans une moindre mesure les lactones sont neurotoxiques (romarin, sarriette,

cedre, camphre, thuya, aneth, hysope).

La toxicité des huiles essentielles peut aussi provenir des contaminants (si I’huile essentielle
est impure) et/ou des produits de dégradation de celles-ci car elles se modifient a I’air, a la
chaleur et a la lumicre. En effet la combustion de batons d’encens et de bougies parfumées ou
seulement 1’évaporation a chaud d’huile essentielle peut libérer des substances de combustion,
des poussiéres fines, du formaldéhyde et d’autres substances volatiles qui peuvent solliciter

les voies respiratoires (Willem, 2006).

2.12. Roéle écologique :

Parmi les composants majoritaires des huiles essentielles, nous trouvons les terpénoides qui
possedent un rdle écologique lors des interactions végétales, comme agents allélopathiques,
c’est-a-dire inhibiteur de la germination, mais aussi lors des interactions végétal-animal,
comme agent de protection contre les prédateurs tels que les insectes. lls interviennent
également, par leurs odeurs caractéristiques, dans [I’attraction de pollinisateurs
(Langenheim, 1969).

Par ailleurs, les plantes aromatiques productrices d’huiles essentielles, ont fait 1’objet de

diverses recherches en particulier dans le domaine de la parfumerie.

2.13. Caractéristiques économiques :

Si de nos jours quelques centaines de plantes aromatiques, parmi d’innombrables espéces
recensées dans la nature, sont exploitées a I’échelle commerciale, c’est en partie parce que les
facteurs agronomiques, climatiques, botaniques et olfactifs sont limitatifs mais d’autres
criteres sont aussi a prendre en compte.

Un certain nombre de plantes médicinales sont encore utilisées de nos jours sous forme de

décoctions et infusions mais la plupart d’entre elles ont été¢ délaissées au profit de produits
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pharmaceutiques de synthése. Cependant, les connaissances actuelles permettent d’analyser
ces plantes et souvent de comprendre I’activité préconisée par nos ancétres.

Une relation entre la structure chimique et I’activité biologique est alors tentante, aussi la
production de molécules naturelles pourrait entrer dans la composition de médicaments moins
agressifs vis-a-vis de I’organisme, ou a des fins industrielles précédemment exposées.

Cette derniére perspective permet d’élargir le champ de valorisation des plantes aromatiques,
(autrefois restreint du point de vue économique, a I’extraction de molécules olfactives), par
I’exploitation des nombreuses et diverses activités biologiques, substantiellement évoquées
par la médecine traditionnelle, que nous allons recenser et corréler a certains types de
structures chimiques. Ce dernier travail faire apparaitre des molécules « bioactives » dans des
espéces référencées par la médecine traditionnelle supposant ainsi des activités biologiques
(Bourrel, 1993).

2.14. Activités biologiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles possedent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles
sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne, par exemple contre les bactéries endocanalaires (Pellecuer et al., 1980) ou au
niveau de la microflore vaginale (Viollon et Chaumont, 1994) et d’origine fongique contre les
dermatophytes (Chaumont et Leger, 1989).

Cependant, elles possédent également, des propriétés cytotoxiques (Sivropoulou et al., 1996)
qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a
large spectre.

Dans des préparations pharmaceutiques, les terpenes phénoliques, comme le thymol et le
carvacrol, sont souvent utilisés comme antiseptiques antibactériens et antifongiques. Le
thymol est tres irritant, astringent et caustique. La dose de thymol applicable sur la peau et les
mugqueuses est de 0,5%. Ingéré a la dose de 2 g ou a plus fortes doses, il est responsable de
gastralgies avec nausées (Zambonelli et al., 2004).

Dans les domaines phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogénes (Zambonelli et al., 2004).et les microorganismes envahissant
les denrées alimentaires (Mangena et Muyima, 1999).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs proprietés
antibactériennes et antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae : thym, origan,

lavande, menthe, romarin, sauge, etc... L’essence de thym est souvent rapportée comme étant
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parmi les huiles les plus actives (Agnihotri et al., 2003). Son composé majoritaire, le
carvacrol (No. CAS 499- 75-2), posséde également une forte activité antimicrobienne
(Caccionni et al., 1998). D’aprés les travaux de Sivropoulou et col. (Zambonelli et al., 2004),
et Hudaib (Hudaib et al., 2002), les huiles de menthe et d’origan présentent des activités
antibactériennes remarquables contre les souches a Gram+ et a Gram -.

Etant donné la grande complexité de la composition chémotypique des huiles essentielles,
malgré de possibles synergies certains auteurs préferent étudier 1’effet d’un composé isolé
pour pouvoir ensuite le comparer a 1’activité globale de I’huile. Ainsi 1’activité fongistatique
des composes aromatiques semble étre liée a la présence de certaines fonctions chimiques.
Chaumont et Leger (Chaumont et Leger, 1989) ont testé 12 composés aromatiques Vis-a-vis
de huit souches pathogénes pour I’homme Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Microsporum canis et 5 Trichophyton spp.

Ils concluent que les phénols (eugénol (No. CAS 97-53-0), chavicol (No. CAS 501-92-8), 4-
allyl-2-6-diméthoxyphénol (No. CAS 6627-88-9)) sont plus antifongiques et que les
aldéhydes testés (cinnamique (No. CAS 104-55-2) et hydrocinnamique (No. CAS 104-53-0))
présentent également des propriétés fongistatiques trés marquées. Les groupements méthoxy,
a I’inverse, ne semblent pas apporter a ce type de molécules une fongitoxicité significative.
Kurita (Kurita et al., 1979 et Kurita et al., 1981), ont classé les composés purs selon leur
activité antifongique vis-a-vis de sept champignons.

Cette activité est estimée selon la durée d’inhibition de la croissance déterminée par simple
observation macroscopique. L’activité antifongique décroit selon le type de fonctions
chimiques :

Phénols >Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers> Hydrocarbures

Parmi les aldéhydes aliphatiques, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actif. En ce qui
concerne les composés phénoliques, 1’activité¢ antifongique augmente avec I’encombrement
stérique de la molécule (p-n-propylphénol>thymol>isoeugénol>eugénol).

L’addition de groupements alkyl au noyau benzéne du phénol augmente le caractere
antifongique. Par conséquent, un certain degré d’hydrophobicité des composés phénoliques
ou aldéhydes aromatiques parait donc requis pour exprimer une caractéristique antifongique
optimale.

L’activité des terpenes des huiles essentielles est en corrélation avec leur fonction chimique.

Les travaux de (Zakarya et al., 1993) ont montré 1’importance de la spécification du genre et
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de I’espéce, ainsi que de la variété de la plante d’ou provient I’extrait. 1ls donnent un exemple

de variations qualitatives et quantitatives de 21 espéces.

2.15. Activité antioxydante :

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
(Richard, 1992).

Lorsque 1’on parle d’activité antioxydante, on distingue deux sortes selon le niveau de leur
action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont une
activité primaire sont interrompus dans la chaine autocatalytique de 1’oxydation
(Multon, 1982). En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de
retarder ’oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexation des ions
métalliques ou la réduction d’oxygene... etc (Madhavi et al., 1996).

Des études de 1’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a
I’ Alimentation (Resala) de I'INRS-IAF, ont montré que 1’incorporation des huiles essentielles
directement dans les aliments (viandes hachées, 1égumes hachés, purées de fruit, yaourts...)
ou I’application par vaporisation en surface de I’aliment (piece de viande, charcuterie, poulet,
fruits et 1égumes entiers...) contribuent a préserver 1’aliment des phénoménes d’oxydation

(Caillet et Lacroix, 2007).

2.15.1. Toxicité des antioxydants :

Les premieres indications des effets possibles des antioxydants sur la santé datent des années
1970, alors que des chercheurs ont constaté que l'incidence réduite de certains cancers et de
maladies coronariennes allait pair avec une diete riche en fruits, légumes et herbes. Or, il
s'avere que ces végétaux regorgent d'antioxydants (Berger, 2006). L'intégration de molécules
d'antioxydants a des denrées alimentaires constitue tous de méme un défi. On reconnait la
fragilité a la chaleur de la vitamine C, qui est par ailleurs l'un des plus puissants antioxydants
(Lehucher-Michel et al., 2001).

L'ajout de vitamine E peut également poser des problémes si on n'a pas prévu un emballage
qui prévient lI'oxydation par la lumiére. De plus la surconsommation d'antioxydants peut
entrainer une déficience des systémes naturels de protection de Il'organisme (systéme
immunitaire) et cela peut nuire la santé en altérant de nombreuses fonctions vitales. Certains
antioxydants sont responsables aussi a des réactions allergiques, des hypersensibilités, des
troubles digestifs, etc. (Roberfroid, 2002).
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Selon Alais (Alais et al., 2003), les produits de synthese ont été beaucoup étudiés sur le plan
de la toxicologie chez I'animal. Des résultats variant avec les especes ont été donnes : effet sur
les poumons, le foie, la thyroide, la coagulation sanguine ou I'action cancérigéne. On ne peut

les extrapoler a I'hnomme, mais on est porté a réduire leur emploi dans I'alimentation humaine.

2.16. Facteurs intervenant dans la qualité des huiles essentielles :

Les facteurs prédominants dans la qualité des huiles essentielles peuvent avoir deux types
d’origines :

_ Technologique.

_ Naturel.

De profondes modifications de 1’huile essentielle peuvent intervenir lors de
I’exploitation des végétaux depuis leur collecte jusqu’a leur transformation industrielle.

Le mode de récolte, les conditions de transport (Yayi et al., 2004), séchage et de
stockage peuvent générer des dégradations enzymatiques (Bruneton, 1993). Les changements
les plus importants interviennent pendant 1’hydrodistillation sous I’influence des conditions
opératoires, notamment du milieu (I'acidité, température) et de la durée d’extraction
(Chemat et al., 2007) (Lagunez rivera, 2006). D’autres facteurs tels que les traitements
auxquels on peut procéder avant ou pendant 1’hydrodistillation (broyage, dilacération,
dégradation chimiqueou enzymatique, pression, agitation) contribuent a la variation du
rendement et de la qualité de 1’huile essentielle (Lagunez rivera, 2006).

Au cours de I’hydrodistillation, le milieu aqueux résultant de I’immersion du matériel végétal
atteint des pH compris entre 4 et 7 et occasionnellement, des valeurs inférieures a 4 pour
certains (Lagunez rivera, 2006). Les constituants de 1’essence native sont soumis aux effets
combinés de 1’acidité et de la chaleur, et peuvent subir des modifications chimiques. L huile
essentielle récupérée est un produit qui différe sensiblement de 1’essence originelle, d’autant
plus que I’ébullition est longue, et le pH est faible (Morin et Richard, 1985).

La maticre végétale est I’objet de réactions chimiques diverses : hydrolyses, déprotonations,
hydratations et cyclisations (Morin et Richard, 1985), pouvant étre catalysées par des métaux
présents a 1’état de trace dans la plante ou provenant des équipements de récolte et
d’extraction provoquant des transformations chimiques des constituants. L hydrolyse d’esters
est souvent la premiere réaction qui se produit (Bruneton, 1993). Elle conduit a la formation
d’acides organiques qui, a leur tour, catalysent les réactions de cyclisation et de

déshydratation (Lagunez rivera, 2006).

34



2.17. Composition chimique des huiles essentielles :
La composition chimique des huiles essentielles dépend largement de I’influence des

conditions d’hydrodistillation sur I’essence contenue dans la plante.

2.17.1. Principales structures chimiques (Ganou, 1993) :

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés odorants
distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpénes, prépondérants
dans la plupart des essences, et des dérivés du phénylpropane, retrouvé en tant que compose
majoritaire dans quelques unes, telles que les essences d’anis, de cannelle, de girofle, etc...
Divers autres constituants minoritaires leurs sont associés. De nombreux dérivés porteurs de
fonctions diverses sont également considérés comme des composés terpéniques.
Les composes terpéniques sont issus d’une voie métabolique secondaire de 1’acide
mévalonique. Suivant le nombre entier d'unités pentacarbonés (C5)n ramifiées, dérivées du
2- méthylbutadiene (isoprene) nous pouvons réaliser la classification suivante:

v les monoterpénes. Ces terpénes proprement dits sont des hydrocarbures en C10. lls
peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. A ces terpénes se rattachent un
certain nombre de produits naturels a fonctions chimiques spéciales, surtout alcool et

aldéhyde.

— OH
B—Myrcene (No. CAS 123-35-3)  Limoméne (No. CAS 138-86-3) Thymol (No. CAS 89.83.8)

Figure n° 01 : Composées monoterpéniques (Ganou, 1993).

v" les sesquiterpenes. Ce sont des hydrocarbures de formule C15, soit une fois et demie
(sesqui-) la molécule des terpenes (en C10H16). Un groupe particulier de sesquiterpenes est
représenté par les azulénes, composés instables dont le nom vient de leur coloration bleue et
qui sont importants en pharmacognosie en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires. Ces
composés, non saturés, sont constitués par deux cycles penta et hepta carbonés. Nous

retrouvons dans ce groupe le chamazulene (des essences de camomille et de matricaire).
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CH(CHz);
Cadinene (No. CAS 29350.73-0)  Eudesmol (No. CAS 51317-08-9)

Figure n° 02 : Composes sesquiterpéniques (Ganou, 1993).

v’ les diterpénes qui sont des dérivés d’hydrocarbures en C20. Ces composés, a point

d'ébullition élevé, se rencontrent surtout dans les résines.

COOH
Acide ahistique (No. CAS 514-10-3)

Figure n° 03 : Composés diterpéniques (Ganou, 1993).

v' les sesterpeénes. Ce sont des dérivés d’hydrocarbures en C25.
v" les triterpenes. Ces composés en C30 sont trés répandus, notamment dans les résines, a
I'état libre, estérifies, ou sous forme héterosidique.

Squaléne (No. CAS 7683-64.9)

Figure n° 04 : Composes triterpéniques (Ganou, 1993).

v" les polyterpénes le caoutchouc naturel est I’exemple plus nomme. Le caoutchouc
naturel est un polymere de I'isopréne. 1l est produit par la coagulation par la chaleur de la séve
de I'hévea.
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Dans une huile essentielle, nous retrouvons presque exclusivement des mono- et
sesquiterpenes. Les dérivés du phénylpropane sont moins abondants que les terpénoides, ce
sont des arénes issues d’une voie métabolique secondaire dite de 1’acide shikimique lui-méme
intermédiaire de la synthese de la lignine a partir du phénylpropane.

Les composés sont néanmoins importants sur le plan qualitatif et quantitatif chez certaines
espéces. Par exemple, le trans-anéthole qui est la molécule responsable en grande partie de
I’ardme d’anis, constitue environ 80% de I’huile essentielle de fenouil (1-3% d’essence), et
d’anis vrai (3% d’essence). Les dérivés phénylpropanoiques et les terpénoides sont associés
en nombre et en proportions trés variables de telle sorte que le produit est hétérogéne et
complexe sur le plan chimique. lls sont biosynthétisés au sein des mémes organes secréteurs

ou ils forment I’essence naturelle (Cu, 1990).

2.18. Les chémotypes des huiles essentielles :

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

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

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

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

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

composition du sol) peut aussi influencer la composition chimique d'une plante (Site n° 01).
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Chapitre 2 : Monographie.
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1. Le citron (Citrus limon) :

C’est un petit arbre de la famille des rutacées, dont le fruit est appelé citron. Les citronniers
sont cultivés dans les régions tropicales et subtropicales du globe, particulierement dans la
péninsule Ibérique, en Italie et en Californie. Au Moyen age, les citronniers ont été
introduits en Espagne et en Afrique du Nord a partir du Proche-Orient. Le citronnier cultivé

est probablement un hybride de deux especes proches, le citronnier vert et le cédratier.

Les citronniers atteignent a I'age adulte de 3 a 6 m de haut et sont recouverts d'un feuillage
clairsemé. La fleur possede cing sépales, cing pétales, de nombreuses étamines et un pistil
isolé. La face supérieure de chaque pétale est blanche, tandis que la face inférieure est
rosatre. Les fleurs du citronnier ont une odeur comparable a celle des fleurs d'oranger, mais

moins marquée.

Le citron est une baie jaune pale, elliptique, qui possede habituellement une petite
protubérance semblable & un mamelon au niveau de l'apex. L'exocarpe forme une écorce
tannée contenant une huile essentielle aromatique, employée en parfumerie et dans
Iindustrie alimentaire. La couche blanche et spongieuse située juste sous I'écorce est le
mésocarpe. La pulpe, qui comprend I'endocarpe, se compose de huit a dix segments

contenant de petites graines pointues blanc jaunatre.

La plupart des variétés cultivées de citron sont des hybrides. La multiplication des arbres
dans les vergers de citronniers s'effectue habituellement par greffe de bourgeons de
citronniers sur des especes apparentées. Les arbres sont plantés dans un sol fertile auquel de
I'engrais est rajouté continuellement. Les rangées sont espacées de 5 & 8 metres, suivant la
variété, le climat et la topographie de la région. Hormis lorsque des températures
exceptionnelles retardent la floraison, les fruits sont produits toute I'année. Les fruits verts,
presque mdrs, sont récoltés sur chaque arbre six a dix fois par an et portés a maturité par
augmentation de la température. Les citronniers peuvent produire de 1 000 a 2 000 fruits par
an a l'age adulte. (Encyclopédie Microsoft ® Encarta ® 99. © 1993 - 1998 Microsoft

Corporation).

Dans le domaine des Plantes a Parfums Aromatiques et Médicinales (PPAM), les huiles
essentielles d’agrumes, destinées a des secteurs d’activité aussi divers que I’agroalimentaire,
la cosmétologie, I’industrie pharmaceutique ou encore 1’aromathérapie, occupent une place
importante dans la production mondiale. Les trois quarts de la production d’huiles

essentielles (HE) d’agrumes proviennent de I’aire méditerranéenne et des USA tandis que le
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Brésil et 1’Argentine assurent le dernier quart. Il s’agit de produits a haute valeur ajoutée
permettent de valoriser une matiére abondante et périssable (Dugo et Di Giacomo, 2002).

En aromathérapie avec les essences du Citrus, il est recommandé pour traiter : insomnies,
anxiété, calme les palpitations, antirides, vasodilatatrice.

L’H.E de Citron est employée comme désaltérant, possédant des propriétés antimicrobiennes,
tonique, stimulante, stomachique, carminative, diurétique, entretien de la peau et soins,

obésites, antispasmodique, fébrifuge, coliques, états fiévreux, spasmes (Bardeau, 2009).

Classification:

Le citronnier appartient a la famille des Rutacées ; il a pour nom botanique Citrus limon.
(Encyclopédie Microsoft ® Encarta ® 99. © 1993 - 1998 Microsoft Corporation).
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2. La cannelle (Cinnamomum zeylanicum) :

Beaucoup de sorte de Cannelles existent a la surface du globe mais deux d’entre elles sont
plus connues et plus usitées :

- La cannelle de Ceylan — Cinnamomum zeylanicum

- La cannelle de Chine — Cinnamomum cassia

Arbre originaire de Sri Lanka et de I'Inde du Sud dont I'écorce fournit une épice, la cannelle.
L'arbre, qui atteint habituellement 12 m de haut, est taillé de maniere a ne laisser que quatre
ou cing tiges. Quand I'écorce commence a brunir, les tiges, qui peuvent atteindre 2,5 m de
haut et 5 cm de diametre a la base, sont récoltées et d'autres les remplacent. On effeuille alors
I'arbre, on écorce les branches et I'écorce est mise a sécher pour obtenir la cannelle que I'on

utilise en cuisine.

La cannelle est brun jaunatre, aromatique et son godt est douceéatre et acre. Depuis le Moyen
age, elle est utilisée comme épice et pour la fabrication de certains médicaments. Ses qualités
aromatiques proviennent d'une huile volatile, I'essence de cannelle, extraite de I'écorce par
distillation. La couleur de cette essence varie du jaune au rouge cerise; I'essence jaune sert a
parfumer les savons et a aromatiser les desserts. La cannelle la plus prisée est la cannelle de
Sri Lanka. Il existe une autre espéce d'arbre originaire de Birmanie, qui donne la cannelle de
Chine, mais celle-ci est de moins bonne qualité.

Du fait du grand nombre de ses propriétés, la Cannelle est indiquée dans un grand nombre de
pathologies ou de désordres organiques et fonctionnels.

En usage interne, elle est indiquée dans 1’asthénie, les courbatures fébriles, la grippe, les
affections dues au refroidissement et les syncopes. Elle est aussi employée dans les désordres
intestinaux de toute sorte comme : les infections intestinales (choléra), I’atonie gastrique, les
digestions lentes, les parasites intestinaux, les spasmes digestifs, les colites spasmodiques et
les diarrhées. Elle peut étre indiquée aussi dans les métrorragies, les pertes blanches, les
hémoptysies et I’impuissance.

Elle était autrefois, trés recommandée en saisons froides aux mélancoliques, aux insuffisants
digestifs, aux vieillards (Encyclopédie Microsoft ® Encarta ® 99. © 1993 - 1998 Microsoft
Corporation).

En usage externe, la Cannelle est utilisée pour combattre la pédiculose, la gale et soigner les

pigQres de guépe et les morsures de serpent (Site n° 02).
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Classification :

Les canneliers appartiennent au genre Cinnamomum (350 espéces) de la famille des
Lauracées. L'espece sri-lankaise porte le nom botanique de Cinnamomum zeylanicum,

I'espece chinoise celui de C. cassia (Encyclopédie Microsoft ® Encarta ® 99. © 1993 -
1998 Microsoft Corporation).
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3. Le thym (Thymus numidicus):

Le genre Thymus englobe de nombreuses especes et variétés, et la composition chimique des
HE de certaines d’entre elles a ¢été étudiée depuis longtemps (Baser et al., 1992),
(Baser et al., 1998), (Guillen et Manzanos, 1998), (Loziene et al., 1998),
(Papageorgio, 1980), (Saez, 1998), (Tumen et al., 1998), (Vila et al. 1995) Aussi, les huiles
de plusieurs especes du thym sont investiguees pour leurs propriétés antibactériennes et
antifongiques (Agnihotri et Vaidy, 1996), (Amarti et al., 2010), (Benjilali et al., 1987a),
(Benjilali et al., 1987b), (Pellecuer et al., 1980) et egalement pour leur activité antioxydante
(Bouhdid et al., 2006), (Brantner et al., 2005), (Hazzit et al., 2009), (Miguel et al., 2004),
(Miura et Nakatami, 1989), (Safaei-Ghomi et al., 2009), (Sokmen et al., 2004),
(Vardar-Unli et al., 2003). Thymus numidicus est une espéce endémique de 1’Algérie et de la
péninsule Ibérique. C’est une plante vivace, caractérisée par une inflorescence courte ou
allongée a verticillas-tres interrompus et distants, les bractées et les bractéoles sont réduites, la
corolle peut dépasser ou non le calice. La période de floraison s’étend du printemps a 1’été.
Par ailleurs, les substances naturelles douées d’activité antimicrobienne et antioxydante
présentent un intérét socio-économique treés important dans le domaine de la recherche
biopharmacologique. Plusieurs laboratoires a travers le monde se sont orientés vers la

recherche des subs-tances bioactives et leur valorisation.

Classification :

De la famille des Lamiacées. Ce genre comporte plus de 300 especes. Ce sont des plantes
rampantes ou en coussinet portant de petites fleurs rose pale ou blanches. Ces plantes sont
riches en huiles essentielles et a ce titre font partie des plantes aromatiques. La principale
huile essentielle de Thymus vulgaris est un terpénoide qui lui doit son nom, le thymol, une
substance bactéricide. Dans le sud de la France, le thym est aussi freguemment appelé
farigoule (de son nom occitan : farigola) (Encyclopédie Microsoft ® Encarta ® 99. © 1993
- 1998 Microsoft Corporation).
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Chapitre 3 : Techniques d’extractions
des huiles essentielles.
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1. Méthodes d’extraction :

Le procédé d’obtention des HE intervient d’une fagon déterminante sur sa composition
chimique (Garnero, 1977). Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des
essences végétales, cette diversité est due a la variété des matiéres premiéres et a la sensibilité

considérable de certains de leurs constituants.

1.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau :
Dans ce systéme d’extraction, le matériel végétal est soumis a I’action d’un courant de vapeur
sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis

décantées. L ’injection de vapeur se fait a la base de I’alambic (Richard et Peyron, 1992).

1.1.1. Principe de ’entrainement a la vapeur d’eau des huiles essentielles :
Le procédé, correspondant a une distillation hétérogéne, met en jeu I’application de deux lois
physiques (Pavida et al., 1976 et Biocchio, 1985):
- La loi de Dalton: dans laguelle la pression du mélange de vapeurs est égale a la somme des
tensions de vapeur de divers constituants.

PT=TH+TE
- La loi de Raoult: le rapport des quantités des entités distillées simultanément est fonction de
la tension et des densités des vapeurs (donc des masses moléculaires) a la température de

distillation choisie.

Mole H Ty

Mole E Tg

La relation de ces deux lois donne respectivement la pression totale et la composition
des vapeurs en fonction des pressions partielles, d’ou le calcul du taux de corps entrainé
appelé également rapport d’entrainement :

R=TH/TE * M°H/M°E = PH/PE
H et E désignent respectivement 1’huile essentielle et I’eau
PT= Pression totale
T= Tension de vapeur
M°=masse molaire
P= poids

R= rapport d’entrainement

45



La température d’¢ébullition d’un mélange est atteinte lorsque la somme des tensions de
vapeurs de chacun des constituants est ¢gale a la pression d’évaporation. Elle est donc
inférieure a chacun des points d’ébullition des substances pures. Ainsi le mélange eau/huile
essentielle distillée posséde une température inférieure a 100°C a pression atmosphérique
(généralement proche de 100°C en raison de la faible tension des constituants odorants) alors
que les températures d’ébullition des composés aromatiques sont pour la plupart trés élevées.
La figure 05 montre 1’évolution de la température de co-distillation d’un mélange hétérogeéne

d’eau et d’huile essentielle.

1,6+

1,2
P=1atm

0,41

£0 100 150 100

Figure n° 05 : Evolution des températures de distillation de I’eau et I’huile essentielle, et du

mélange eau/huile essentielle en fonction de la pression du milieu (Martinez-Sosa, 1981).

Pendant [D’entrailnement a la vapeur, les liquides non miscibles semblent distiller
simultanément comme s’il s’agissait de deux compartiments séparés (figure 5.6), bien qu’en
pratique, ils soient mélés. Or leurs vapeurs constituent un gaz homogéne. On parle alors de
co-distillation (Pavida et al, 1976). Dans les deux cas, représentés dans la figure 1.2, si la
pression partielle de I’eau est égale a celle de I'huile (P°E = P°H), nous avons
respectivement :
I I
Phase liquide : mole d’eau = mole d’huile mole d’eau >mole d’huile
Phase vapeur : mole d’eau = mole d’huile mole d’eau = mole d’huile

La pression totale (PT) est indépendante des quantités d’eau et d’huile :

PT = P°E + P°H
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Ou P° désigne la pression partielle.

E ® E
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Figure n° 06 : Répartition de 1’eau (E) et de I’huile essentielle (H) entre les phases liquide et

Phase liguide

@ @

vapeur en fonction de la pression lors de I’hydrodistillation (Pavida et al., 1976).

Deux meéthodes de distillation sont principalement utilisées : 1’entrainement a la vapeur d’eau
et I’hydrodistillation. Nous nous sommes intéressés plus particulierement au procédé
d’hydrodistillation puisque c’est un équipement que nous possédons au sein de notre
laboratoire, qui est le plus adapte aux travaux que nous avons envisage concernant les

propriétés comme co-solvant de I’ester dans un mélange binaire eau/ester.

1.2. Techniques de I’hydrodistillation :

L’hydrodistillation constitue le procédé d'extraction ou de séparation de certaines substances
organiques le plus anciens, apportés par les Arabes au IXéme siecle. Cette opération
s'accomplit traditionnellement dans un alambic (Bruneton, 1993).

L’hydrodistillation est la technique de référence dans 1’é¢tude des composés volatiles d’une
plante dans le domaine de la recherche. Le phénoméne physique est identique a celui décrit
précédemment. Cependant une verrerie adaptée a été mis en place permettant a la fois la
circulation en circuit quasi-fermé de 1’eau sous forme aqueuse et gazeuse et la cohobation de
I’huile essentielle. Ces phénomenes ont étés rendus possibles a 1’échelle du laboratoire grace a

I’utilisation d’un appareillage de type Clévenger.

Figure n° 07 : montage d’hydrodistillation (Clévenger, 1928).
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1.2.1. Propriétés physico-chimiques de I’hydrodistillation :

Lors de la distillation des huiles essentielles, des phénomeénes sont a la base d’échanges de
mati€re entre les phases solide, liquide et vapeur, d’ou I’influence d’un grand nombre de
parametres sur la qualité et le rendement de la production.

Les expérimentations (Koedam, 1987 et Denny, 1988) conduites jusqu’a épuisement du
substrat en essence montrent que la durée de la distillation est plus longue pour les organes de
plantes ligneuses que pour les herbacées.

Cette différence est fortement liée a la localisation des structures d’élaboration ou de stockage
des essences qui peuvent étre superficielles ou internes. De ce fait, elles ont une influence sur
le déroulement de I’hydrodistillation, c'est-a-dire sur les mécanismes successifs mis en jeu, et
par conséquent sur la durée.

Dans le cas ou ces structures sont superficielles, la membrane externe ou la cuticule qui
constituent les seules barriéres a la libération de I’huile essentielle, est vite rompue a
ébullition, les composes volatils sont aussitét évaporés. Lorsque les essences sont sous
cutanées, elles doivent d’abord diffuser a travers 1’épaisseur du tissu végétal avant d’entrer en
contact avec 1’eau ou sa vapeur. Elles sont alors évaporées comme dans le cas des secrétions
superficielles (Koedam, 1982).

En ce qui concerne la localisation des sites producteurs d’essence, les molécules odorantes
sont rencontrées dans tous types d’organes : racine, tige, bois, écorce, feuille, fleur, fruit,
etc... Elles sont produites par diverses structures spécialement différenciées dont le nombre et
les caractéristiques sont tres variables (Paupardin et al., 1990). Nous distinguons :

- les poils glandulaires épidermiques rencontrés souvent chez les Labiaceae, Géraniaceae et
Rutaceae. Ils produisent les essences dites superficielles.

- Les organes sécréteurs sous-cutanés comprenant des cellules et des poches sécrétrices qui
sont genéralement disséminées au sein du tissu végétal chez les Myrtaceae, Auranthiaceae,

ainsi que des canaux sécréteurs chez les Ombelliferaceae.

1.2.1. Role de I’hydrodiffusion :

L’huile essentielle étant un mélange complexe de molécules, il apparait évident que la durée
de distillation est dépendante de la vitesse d’entrainement des différents constituants.

A ce respect, Von Rechenberg (Von Rechemberg, 1910) considére que la température
d’¢ébullition des constituants ne permet pas d’expliquer 1’ordre de distillation par rapport a la

polarité, mais que celle-ci correspond a une inversion de la volatilité.
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Par ailleurs il spécifie que ce processus n’a lieu qu’avec les organes de plantes intactes, c'est-
a-dire qui n’ont pas subi de dommage (broyage, etc...) sinon ’ordre de la distillation des
composés aurait ¢té¢ effectué selon leur volatilit¢ jusqu’a ce que la fraction d’essence
directement exposee a la vapeur soit épuisée.

Ainsi durant la distillation, I’eau bouillante pénétre dans les cellules végétales et solubilise
une partic de ’essence des glandes sécrétrices. La solution aqueuse chargée de composés
terpéniques, diffuserait ensuite a travers une épaisseur de tissu, plus ou moins dense, selon
I’organe, vers la surface extérieure ou I’huile essentielle serait vaporisée et entrainée sous
forme d’azéotrope.

Cependant, il attribue le terme d’hydrodiffusion a ce type de transport contrélé par la polarité
des constituants. Elle serait responsable de la vitesse relative de la distillation des différents
composés aromatiques, dépendant davantage de leurs solubilités dans I’eau que de leurs
points d’ébullition.

Mais si I’hydrodiffusion constituait 1’étape limitante de 1’hydrodistillation, alors 1’ordre de
sortie des composés serait dicté par leur polarité et non par leur volatilité. Dans le cas de
composés de volatilité et de polarité intermédiaires tels que les esters mono terpéniques, ni la
vitesse d’hydrodiffusion ni la vitesse de vaporisation ne seraient négligeables.

Bien que I’hydrodiffusion et la vaporisation ne constituent pas les seuls mécanismes mis en
jeu lors de I’hydrodistillation, il faut leur associer la décantation qui fait intervenir une vitesse
de transfert de matiére entre deux phases liquides. L’isolement de composés volatils aprés
leur distillation est déterminé dans une large mesure par leur degré de solubilité dans I’eau.
Par conséquent, 1’eau résiduelle peut étre plus ou moins saturée en constituants polaires selon
la difficulté de séparation des phases. Celle-ci peut avoir trois origines éventuellement
combinées :

- une partie de I’huile essentielle est dissoute dans 1’eau, soit 1% environ de la fraction
décantée, rarement plus de 2% et exceptionnellement supérieure a 5% dans le cas de certains
composés polaires phénoliques.

- une autre fraction est émulsionnée le plus souvent dans 10% d’eau.

- enfin une quantité est fortement mélangée avec de 1’eau et des molécules organiques tierces.
A I’interface huile/eau, elle peut étre supérieure a 10%.

Dans ces conditions, les pertes dues a une mauvaise décantation peuvent atteindre 25% et
plus, de I’essence recueillie.

Lors de nos travaux nous accorderons un intérét particulier a la décantation. La séparation de

I’huile essentielle aprés condensation est en fait I’étape déterminante pour recueillir les

49



composés préalablement libérés. Dans ce contexte, I'utilisation des esters éthyliques des
acides gras comme co-solvant d’extraction pourrait étre une alternative pour réduire la perte

en composés.

1.3. Expression a froid :

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont 1’écorce
des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. (Roux, 2008) L’expression a froid est
réservée a I’extraction des composés volatils dans les péricarpes. Il s’agit d’un traitement
mécanique qui consiste a déchirer les péricarpes riches en cellules sécrétrices
(Basil et al., 1998). Le produit ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune

modification chimique (Roux, 2008).

1.4. Extraction par solvants organiques :
L extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les solvants les
plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol moins fréquemment le
dichlorométhane et ’acétone (Legrand, 1993 ; Dapkevicius et al., 1998 ; Kim et Lee, 2002).
En fonction de la technique et du solvant utilisé, on obtient (AFNOR, 2000) :

e Des hydrolysats : extraction par solvant en présence d’eau

e Des alcoolats : extraction avec de I’éthanol dilué

e Des teintures ou solutions non concentrées obtenues a partir de matiéres premieres

traitées par 1’éthanol ou des mélanges éthanol/eau.

e De résinoides ou extraits éthanoliques concentrés
L’emploi restrictif de I’extraction par solvants organiques volatils se justifie par son colt, les
problemes de sécurité et de toxicité, ainsi que la reglementation liée a la protection de

I’environnement (Lagunez Rivera, 2006).

1.5. Extraction par fluide a I’état supercritique :

L extraction par gaz liquéfié ou par fluide a I’état supercritique met en ceuvre généralement le
dioxyde de carbone (Aghel et al., 2004).

D’autres travaux de recherche de Luque de Castro et Jiménez (1998) ; Gamiz-Gracia et Luque
de Castro (2000); Ozel et al.,(2003) ; Deng et al., (2005) montrent 1’utilisation de I’eau dans
son état supercritique. Dans ce systeme, 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 I’état
deésiré a chaque stade du processus. La séparation de 1’extrait a lieu en phase gazeuse par
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simple détente. L’avantage de cette méthode est la possibilité d’¢éliminer et de recycler le
solvant par simple compression détente. De plus, les températures d’extraction son basses
dans le cas de dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles. A
ces différents avantages s’ajoutent ceux de I’innocuité, d’inertie et d’ininflammabilité de CO2
(Lagunez Rivera, 2006).

Le frein du développement de cette technologie est le colt élevé des appareillages lié a

I’application de pressions de plusieurs centaines de bars (Lagunez Rivera, 2006).
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Chapitre 4 : Caracteres
physicochimiques.

52



1. Caracteristiques physiques et chimiques des huiles essentielles :

1.1. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ont des propriétés organoleptiques (caractéristiques d'une substance qui
sont perceptibles par les organes des sens : saveur, odeur, aspect et consistance de l'objet)
communes comme le fait d’étre liquides a température ambiante, d’étre volatiles et
entrainables a la vapeur d’eau.

Elles sont aussi tres odorantes et incolore ou jaune pale sauf pour les huiles essentielles de
cannelle, girofle, camomille matricaire, vétiver et bouleau ou la couleur est relativement
fonceée. En parfumerie, I'examen olfactif qui précede ou suit toute analyse d'huile essentielle
est du plus grand intérét car, si I'odeur de I'huile essentielle n'est pas satisfaisante, il importe
peu que les constantes physicochimiques soient correctes : le produit doit étre rejeté. Cet essai
olfactif est conduit par comparaison avec un échantillon type de I'nuile essentielle aussi frais
que possible et conservé dans les meilleures conditions.

Elles sont, enfin, sensibles a I’oxydation et change de couleur, conservation limitée, a la

lumiere et & la chaleur. Il convient de la conserver a I'abri de la lumiére et de I'air (Site n° 01).

1.2. Caractéristiques physiques :

Les huiles essentielles ont aussi des propriétés physiques communes. Elles ne sont pas
solubles dans 1I’eau mais en revanche elles le sont dans les solvants organiques et huiles
végétales.

Par contre elles ont des caractéristiques différentes : (Site n° 01).

1.2.1. Indice de réfraction :

La réfractométrie est une technique qui vise a déterminer I'indice de réfraction d'un matériau,
le plus souvent liquide, mais également solide ou gazeux. L'instrument de laboratoire ou de
terrain utilisé est le réfractometre. L'indice de réfraction est calculé a partir de la loi de
Snell-Decartes et peut aussi étre estimé a partir de la composition de la matiére a I'aide de la
loi de Gladstone. Un tel instrument permet d'identifier d'une espéce chimique (le plus souvent
liquide), mais également, aprés étalonnage, il permet de déterminer la concentration d'un
soluté dans un solvant connu. L'instrument ci-contre est donné pour mesurer l'indice de
réfraction de liquide entre les valeurs 1,300 et 1,700 avec une précision de deux unités du
quatriéme chiffre exprimé. (Site n° 03).
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1.2.1.1. Réfractométre d’Abbe :
Le réfractometre d'Abbe permet d'avoir une mesure de I'indice de réfraction d'un liquide en le
déposant sur une surface en verre, en I'enfermant dans un dispositif optique, et en réglant un

bouton pour amener une plage éclairée au centre d'un réticule.

Figure n° 08 : Réfractometre a prisme d'Abbe.

1.2.1.2. Principe de la mesure :
Ce réfractométre a été décrit, en 1874, par son inventeur, Ernst Abbe. Un ancien modele est
représenté ci-contre. Dans son étude sur les réfractometres de 1901, Culmman décrit cet
instrument comme constitué de deux prismes en verre flint enfermant une mince couche de
1/20e de millimetre d'épaisseur du liquide a examiner (Culmann, 1901). Le prisme inférieur
sert surtout a maintenir le liquide et & permettre I'éclairage du prisme supérieur. L'article plus
récent de Véret indique que dans les réfractometres modernes (Véret, 2000), le prisme
supérieur sert a I'éclairage et que la prise inférieure est celui qui permet la mesure. La
description ci-dessous se place dans ce cas.
L'idée est d'éclairer le liquide a analyser en lumiére rasante et de déterminer I'angle limite noté
e qui dépend de l'indice n cherché et de l'indice N du matériau sur lequel repose le liquide et
dans lequel le rayon rasant rentre.

n=Nsine

Ce rayon poursuit son chemin et attaque la face de sortie du prisme avec l'angle

r=o-e

ou o est I'angle du prisme.

Le rayon sort donc du prisme avec I'angle i tel que

Nsinr=sini
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L'angle i est en relation avec l'indice recherché n. Un viseur pointe I'angle et est gradué
directement en indice de réfraction. La valeur est précise a deux unités de la quatrieme
décimale de la valeur de I'indice n.

Comme il n'est pas possible d'avoir un unique rayon rasant qui rentre au bon endroit dans le
support matériel sous-jacent, le dispositif met en jeu un faisceau de lumiére dont la limite est,
par construction, le rayon rasant. Ce faisceau constitue la plage de lumiére dont la limite sera
ajustée au réticule et sera la base de la mesure.

La figure ci-dessous représente ce dispositif. Le prisme supérieur est éclairé et contient le
rayon rasant. La lumiére entre dans le prisme inférieur en une plage de lumiere dont le rayon
supérieur correspond au prolongement du rayon rasant. A la sortie du prisme, cette plage de
lumiere est réfléchie par un miroir et est observée par une lunette colimatrice. L'utilisateur
peut observer, dans cette lunette, la plage de lumiere et sa limite qui porte I'information sur
I'angle limite, donc sur I'indice de réfraction du liquide étudié.

Prisme
d'éclairage

2asas l Plage de lumisre a »
a2 ajuster aux réticules ( :

/ . (s e ——

— e s ze § Vue dans l'cculaire:
: ~ piage de lumiére et
5 : réticules

Ra:}on correspondant
2 I'angle limite a
déterminer

Figure n°® 09 : Principe de la mesure de 1’indice de réfraction (Site n° 03).

1.2.1.3. Définition de I’indice de réfraction :

La définition la plus répandue pour l'indice de réfraction est qu'il est la quantité résultant du
rapport entre la vitesse de la lumiére c dans le vide, et la vitesse de phase v de la lumiere dans
ce milieu (Taillet, 2006) :

n—=—-
(&

Cette définition, simple, permet d'observer que l'indice de réfraction est trés dépendant du
milieu et de ses caractéristiques - isotrope, homogéne, ou pas - et de la longueur d'onde de la

lumiere que I'on considére. La dépendance de l'indice de réfraction a la longueur d'onde
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implique l'effet de dispersion qui est a I'origine de plusieurs phénomeénes d'optique comme les
arcs-en-ciel, la dispersion des prismes ou encore les aberrations chromatiques.

Cette définition possede plusieurs défauts. D'une part, du fait que la vitesse de la lumiére dans
le vide est une limite supérieure a la vitesse de la lumiere, on pourrait en déduire que l'indice
de réfraction ne peut pas étre inférieur a 1, ce qui est faux. La vitesse considérée ici est une
vitesse de phase, qui elle n'est pas limitée par la vitesse de la lumiére, elle caractérise en effet
la phase de I'onde et non I'onde elle-méme - qui, elle, est limitée par la vitesse de la lumiére
dans le vide. D'autre part, du fait qu'il est un rapport de vitesse, on pourrait croire que l'indice
de réfraction ne peut prendre que des valeurs réelles, ce qui est aussi faux (Optical Society of
America, Handbook of optics, 2009).

Une autre définition de I'indice de réfraction le lie a une autre caractéristique du milieu, la

permittivité diélectrique «:

€
2
— ="
€0 ou g est la permittivité diélectrique du vide (Taillet, 2006).

Cette définition, valable pour les milieux non magnétiques ( Born et Wolf, 1993), fait
intervenir une caractéristique intrinseque du milieu, qui permet de déterminer comment une
onde lumineuse incidente va polariser le milieu considéré. La permittivité diélectrique est une
grandeur réelle ou complexe et de ce fait, I'indice de réfraction peut avoir des valeurs
complexes aussi. La partie complexe de l'indice de réfraction est liée a I'absorption du milieu
et il existe ainsi un lien particulier entre la polarisation d'une onde lumineuse dans un milieu
et I'atténuation de celui-ci (Taillet, 2006).

Le coefficient d'absorption se déduit en effet de la partie imaginaire de I'indice de réfraction

par la formule suivante (Optical Society of America, Handbook of optics, 2009):

- Amk

TN
1.2.2. Indice de fusion ou d’ébullition :
Le point de fusion ou la température de fusion d'un corps représente la température a une
pression donnée, a laquelle un élément pur ou un composé chimique passe de I'état solide a
I'état liquide. Le point de congélation (ou point de solidification selon les matériaux) est la
tempeérature de la transition inverse. Elle est habituellement mesurée sous pression

atmosphérique normale (1 atmosphére) et il y a coexistence entre état solide et état liquide
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entre ces deux points. Pour une substance pure, les points de fusion et de congélation sont
théoriquement égaux et constants a pression fixe. Le point de fusion/congélation le plus connu
est probablement celui de l'eau (0 °C), celui-ci ayant étant pris comme zéro de I'échelle
centigrade, souvent confondue avec I'échelle Celsius. (Feistel et Wagner, 2006).

Il est possible de déterminer la nature d'une substance (identification) par la mesure de sa
température de fusion. C'est pourquoi la température de fusion est une propriété
caractéristique de la matiére. Toutefois, cette information n'est pas suffisante pour permettre
une identification formelle, plusieurs molécules pouvant avoir une température de fusion tres
proche. Elle permet par contre d'éliminer du champ du possible des molécules ayant une
température de fusion différente de celle mesurée.

Contrairement a la température de vaporisation (point d'ébullition), la température de fusion
est assez insensible aux changements de pression, car les volumes molaires de la phase solide
et de la phase liquide sont assez proches.

Il existe différents appareils de mesure de point de fusion reposant tous sur la restitution d'un
gradient de température. Ils peuvent étre constitués soit d'une plaque métallique chauffante

telle le Banc Kofler ou le bloc Maquenne, soit d'un bain d'huile tel le tube de Thiele.

Figure n° 10 : appareil de mesure de point d'ébullition.

1.2.3. Indice de densité :

Leurs densités sont inférieures a « 1 » sauf exceptions (huiles essentielles de cannelle, girofle
en particulier). Un litre d'huile essentielle n'est pas égal a 1 kg d'huile essentielle. La densité
des huiles essentielles est différente de celle de I'eau (dont 1 litre pése, par convention, 1 kg).

Ainsi, compte tenu d'un indice de densité de 1,1 environ (variable selon des huiles
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essentielles), 1 kg d'huile essentielle fera 1,1 litre. Inversement, 1 litre d'huile essentielle
pésera environ 900 grammes. On peut mesurer la densité relative a 20°C avec un pycnomeétre
(flacon dont on se sert pour déterminer la densité des liquides ou des solubles). Cette masse
est mesurée par un pycnometre.

La densité relative a 20°C d’une huile essentielle est le rapport de la masse d’un certain
volume d’huile essentielle a 20°C a la masse égale du volume d’eau distillée a 20°C.

mO : masse du pycnometre

ml : masse du pycnometre et de 1’eau

m2 : masse du pycnométre et de I’huile essentielle ((Site n° 01).

1.2.4. Pouvoir rotatoire :

Le pouvoir rotatoire d’une huile essentielle est I’angle exprimé en milli radians et /ou degrés
d’angle dont tourne le plan de polarisation d’une radiation lumineuse de longueur d’onde
I = (589,3 * 0,3) nm, correspondant aux raies D du sodium, lorsque celles-ci traversent une
épaisseur de 100 mm d’HE dans des conditions déterminées de température. On peut mesurer
le pouvoir rotatoire avec un polarimétre appareil de mesure de la polarisation (Propriété des

ondes électromagnétiques) d’un corps (Site n° 01).

1.2.5. Autres indices caractéristiques :

Les indices d’acides (nombre en milligramme d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libres dans un gramme d’huile essentielle,) d’ester (nombre en
milligramme d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libérés par
I’hydrolyse des esters contenus dans un gramme d’huile essentielle) sont aussi des éléments

physiques différenciant des huiles essentielles (Site n° 01).
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Chapitre 5 : Méthodes d’analyses des
huiles essentielles.
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1. Identification des constituants dans un mélange complexe :

Une parfaite connaissance de la composition chimique des huiles essentielles est nécessaire
aux industriels pour en contrler la qualit¢ et la régularit¢t en vue d’une bonne
commercialisation et pour y déceler une éventuelle spécificité en vue de sa valorisation. En
effet, ces huiles essentielles constituent souvent une matiére premiére destinée a des secteurs
d’activités aussi divers que ceux de la parfumerie, des cosmétiques, des industries
pharmaceutiques et de ’agroalimentaire. Quel que soit le secteur concerne, I’analyse des
huiles essentielles reste une étape importante qui, malgré les développements constants des
méthodes de séparation et d’identification, demeure une opération délicate nécessitant la mise
en ceuvre de diverses techniques (Coleman et Lawrence, 1997 ; Joulain, 1994).

Le double objectif identification/quantification consiste a déterminer la composition chimique
de chaque huile essentielle et extraits par différentes méthodes analytiques spectroscopique
et/ou chromatographiques. De maniere conventionnelle, I’étude de la composition chimique
d’un mélange naturel complexe peut étre réalisée selon différentes voies :

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

Cette étape est habituellement suffisante dans les cas d’analyse de routine d’huiles
essentielles. Une deuxieme séquence est mise en ceuvre lorsque 1’huile essentielle est
complexe ou qu’elle contient des composes pouvant coeluer ou encore lorsque 1’analyse est
réalisée dans une optique de recherche. Un fractionnement de I’huile essentielle est alors
effectué, le plus souvent par chromatographie liquide sur colonne ouverte de silice ou
d’alumine. Les fractions obtenues sont ensuite analysées de la facon décrite dans la premiere
séquence. Cette étape est a privilégier lorsque I’on veut étudier les différentes familles de
composés (esters, alcools, cétones...).

Enfin, une troisieme séquence peut étre mise en ceuvre lorsqu’un ou plusieurs constituants de

I’huile essentielle sont inconnus des bibliothéques de comparaison et qu’ils ne sont pas décrits
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dans la littérature. Il est alors necessaire de les purifier par distillation fractionnée ou par des
techniques chromatographiques préparatives telles la Chromatographie sur Couche Mince
(CCM), la Chromatographie liquide sur Colonne ouverte (CC), la Chromatographie Liquide
Haute Performance (CLHP) ou encore la Chromatographie en Phase Gazeuse Preparative
(CGP). L’objectif est d’aboutir a leur identification structurale par les techniques
spectroscopiques usuelles : Résonance Magnetique Nucléaire du proton (RMN-;H) et du
carbone-13 (RMN-13C), SM, IRTF, etc. (Paolini, 2005).

2. Le couplage CPG-SM:

D’un point de vue analytique, d’important progrés ont été réalisés en couplant la CPG avec un
spectrométre de masse (SM). En effet, le couplage CPG-SM en mode impact électronique
(IE), dit CPG-SM(IE), est la technique utilisée en routine pour 1’analyse dans le domaine des
huiles essentielles. Le principe de la spectrométrie de masse consiste a bombarder a 1’aide
d’électrons une molécule qui sera fragmentée ; les différents fragments obtenus, chargés
positivement constituent le spectre de masse de la molécule. Cette technique permet
d’identifier un composé en comparant son spectre a ceux contenus dans des bibliothéques de
spectres informatisées ou sous format papier construites au laboratoire ou commerciales
(Sandra et Bicchi, 1987 ; Mc Lafferty et Stauffer, 1994 ; Adams, 1989 et 2001 ;
Jennings et Shibamato, 1980 ; Masada, 1976 ; Joulain et Konig, 1998).

Cependant, il faut utiliser les bibliotheques commerciales avec précaution, car bien que tres
utiles, elles ne sont pas les plus performantes. En effet, compte tenu de la diversité et du
nombre trés important de composés qu’elles contiennent, il est trés rare qu’une interrogation
n’obtienne pas de réponse ; méme si cette proposition d’identification est attachée a une note
de concordance tres moyenne. C’est pourquoi, les bibliothéques ¢laborées avec des spectres
de masse enregistrés avec des conditions expérimentales rigoureusement identiques,
demeurent les plus performantes et permettent des identifications plus fiables. Ceci est
particuliérement vrai pour I’analyse des huiles essentielles comprenant un grand nombre de
sesquiterpenes, qui, construits a partir d’'un méme synthon isoprénique, présentent des
spectres de masse souvent identiques ou insuffisamment différenciés.

En fait, dans la pratique, I’utilisation conjointe de la spectrométrie de masse (utilisation
conjointe de banques laboratoire et littérature) et des indices de rétention calculés sur deux
colonnes de polarité différente en CPG, permet, en général I’identification d’un grand nombre
de constituants dans les mélanges complexes tels que les huiles essentielles
(Lianga et al., 2004; Maia et al., 2004; Chericoni et al.,, 2004; Bilia et al., 2002;
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Senatore et al., 2004; Adio et al., 2004). Ainsi, Vernin et al., (1988), d’une part Cavaleiro
(2001) d’autre part ont développé un logiciel leur permettant de combiner les résultats de la

spectrométrie de masse avec les valeurs des indices de rétention sur colonne apolaire et

polaire.
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Figure n° 11 : Schéma du principe de la chromatographie en phase gazeuse
(Besombes, 2008).

3. Spectroscopie infrarouge a transformée de fourier (IRTF) :

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed
InfraRed spectroscopy) est basée sur I'absorption d'un rayonnement infrarouge par le matériau
analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimigques,

d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau (Site n° 04).
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Figure n° 12 : Spectroscopie Infrarouge a Transformeée de Fourier.

3.1. Principe :

Lorsque la longueur d'onde (I'énergie) apportée par le faisceau lumineux est voisine de
I'énergie de vibration de la molécule, cette derniére va absorber le rayonnement et on
enregistrera une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise. Le domaine infrarouge entre
4000 cm-1 et 400 cm-1 (2.5 — 25 um) correspond au domaine d'énergie de vibration des
molécules.

Toutes les vibrations ne donnent pas lieu a une absorption, cela va dépendre aussi de la
géométrie de la molécule et en particulier de sa symétrie. Pour une géométrie donnée on peut
déterminer les modes de vibration actifs en infrarouge grace a la Théorie des Groupes. La

63



position de ces bandes dabsorption va dependre en particulier de la différence
d'électronégativité des atomes et de leur masse.

Par conséquent a un matériau de composition chimique et de structure donnée va
correspondre un ensemble de bandes d'absorption caractéristiques permettant d'identifier le
materiau.

L'analyse s'effectue a l'aide d'un spectrométre a transformée de Fourier qui envoie sur
I'échantillon un rayonnement infrarouge et mesure les longueurs d'onde auxquelles le
matériau absorbe et les intensités de l'absorption. La figure 1 décrit le schéma d'un
spectromeétre a transformée de Fourier.

Le faisceau infrarouge provenant de la source A est dirigé vers l'interférometre de Michelson
qui va moduler chaque longueur d'onde du faisceau a une fréquence différente. Dans
I'interférométre le faisceau lumineux arrive sur la Séparatrice. La moitié du faisceau est alors
dirigée sur le miroir fixe, le reste passe a travers la séparatrice et est  dirigé sur le miroir
mobile. Quand les deux faisceaux se recombinent, des interférences destructives ou
constructives apparaissent en fonction de la position du miroir mobile. Le faisceau modulé est
alors réfléchi des deux miroirs vers I'échantillon, ou des absorptions interviennent. Le faisceau
arrive ensuite sur le détecteur pour étre transformé en signal électrique.

Le signal du détecteur apparait comme un interférogramme (Figure n°® 13), c'est a dire une
signature de l'intensité en fonction de la position du miroir. L'interférogramme est la somme
de toutes les fréquences du faisceau. Cet interférogramme est ensuite converti en un spectre

infrarouge par une opération mathématique appelée transformée de Fourier (Site n° 04).

Inte rférarnére de

L b2 gz D £

S&paratrice H Sauroe

IrEansite
&N Eortia

Echantillan

Signal détecte

Pre=itiann cu minair roalsile Ij Diétecteur

Figure n° 13 : Schéma d'un spectrometre a transformee de Fourier (Site n° 04).
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Figure n° 14 : Interférogramme en sortie du détecteur (Site n°® 04).

Les informations tirées des spectres sont de deux sortes :

Informations qualitatives : Les longueurs d'onde auxquelles I'échantillon absorbe,
sont caractéristiques des groupes chimiques présents dans le matériau analysé. Des
tables permettent d'attribuer les absorptions aux différents groupes chimiques présents.
Le tableau 1 présente les bandes de vibrations caractéristiques des principales

fonctions rencontrées dans les composés organiques (Site n° 04).
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Tableau n° 01 : Fréquences de vibrations des principales fonctions rencontrées dans les

COMpOsés organiques.

Composé Vibrations caractéristiques Fréquence de vibration (cm-1)
Alcane CHx stretching 2950-2850
CHx déformation 1500-1400
Insaturé CHx stretching 3050-3000
C=C stretching 1600-1500
Aromatique substitué (CH) 1900-1700
Aromatique bending 800-750
Alcool OH stretching 1050-1250
C-O stretching (laire<2aire<3aire<Phénol)
OH déformation
Cétone C=0 stretching 1690-1680
Aldhéhyde H-C=0 2800-2650
C=0 stretching 1710-1700
Acide OH (avec liaison hydrogene) 3200-2500 (large)
C=0 stretching 1725-1700
C-0 1440-1395, 1320-1210
OH déformation 950-900
Sel de l'acide COO- stretching 1615-1650
antisymétrique
COO- stretching symétrique 1400-1300
Ester C=0 1775-1720
Aromatique 1250-1100
Amine NH stretching 3400-3300 (laire>2aire)
NH déformation 1650-1550 (laire>2aire>Arom.)
C-N stretching 1350-1250 (laire<2aire<Arom.)
Amide NH stretching 3350-3070 (laire>2aire)
C=0 1680-1630
NH déformation 1650-1515 (laire>2aire)
C-N stretching 1180-1040 (laire<2aire)
Nitrile C N 2250
Isocyanate N=C=0 2275
Sulfone S=0 1100-1000
C-S stretching 740-690
SO2 1380-1300
Halogénure C-F 1400-1000
C-Cl 1175-650
C-Br 590-510
C-l 525-485

¢ Informations quantitatives : L'intensité de I'absorption a la longueur d'onde
caractéristique est reliée a la concentration du groupe chimique responsable de
I'absorption. En mesurant l'aire du signal caractéristique on peut, si on connait
I'épaisseur de la couche, comparer la proportion d'un groupement chimique donné
dans plusieurs échantillons ou si on a une composition constante avoir une idée de
66



I'épaisseur des films les uns par rapport aux autres. Pour avoir une mesure absolue il
convient d'étalonner auparavant les couches par une autre technique pour pouvoir

établir une relation expérimentale entre intensité du signal et proportion ou épaisseur.

Cette méthode d'analyse est simple & mettre en oeuvre et non destructrice. Elle permet
d'analyser aussi bien les matériaux organiques que les matériaux inorganiques. La grande
diversité des montages expérimentaux permet la caractérisation de pratiqguement tout type
d'échantillon, quel que soit leur état physique ou de surface :

- Couches déposées sur un substrat transparent en infrarouge : montage en transmission.

- Couches deposées sur un substrat non-transparent en infrarouge : montage de Réflexion
Totale Atténuée (ATR).

- Films polyméres : montage en transmission (si €paisseur faible <10um), montage de
Réflexion Totale Atténuée (ATR).

- Poudres (dispersée dans une pastille de KBr) : montage en transmission Cependant, dans le
cas de couches inférieures a 500 A d'épaisseur, la spectroscopie IRTF conventionnelle atteint

ses limites de sensibilité et de détection (Site n° 04).
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Chapitre 6 : Evaluation de ’activité
antioxydante.
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1. Evaluation de activité antioxydant des composés phénoliques par la réactivité avec le
radical libre DPPH :

1.1. Introduction :

Ces derni¢res années, 1’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification
de ces composeés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et
les produits agroalimentaires. (Sanchez-Moreno, 2002), (Marc et al., 2004),
(Huang et al., 2005).

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation
(Rice-Evans et al., 1995), (Burda et Oleszek, 2001).

Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la
plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
partie, a la capacité de ces composes naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OHe¢) et superoxydes (O2¢).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante par
piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROOe par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parameter); les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant
Parameter); ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPHe
(diphényl-picrylhydrazyle). (Sharma Om et Bhat, 2009).

Compte tenu de la complexité¢ des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle 1’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une facon bien précise.

Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et complémentaires pour
avoir une indication sur la capacité antioxydante de 1’échantillon a tester (Tabart et al., 2009),
(de Gaulejac et al., 1999), (Hua et al., 2008).

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe est recommandé pour des
composés contenant SH-, NH- et OH- groups (Salah et al., 1995). 1l s’effectue a température

ambiante, ceci permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules
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thermolabiles. Le test est largement utilisé au niveau de 1’évolution des extraits hydrophiles
en provenance de thé vert, des jus de fruits et de raisins, pépins et pulpes, trés riches en
composés phénoliques (Yi-Zhong et al., 2006), (Hatzidimitriou et al., 2007).

L’objectif de 1’étude est de proposer une technique rapide et reproductible permetant de
comparer les extraits vis-a-vis de leur action sur les phénoménes du piégage des radicaux
libres. Cette classification permettra de choisir les conditions les plus adéquates lors des
différentes étapes de la valorisation de la matiere premiere : extraction, purification et
concentration en fonction d’un critére de qualité optimal : d’une part la teneur en composés

phénoliques et parallelement, leur activité antiradicalaire.

1.2. Principe de la method :

1.3. Réaction entre le radical libre DPPHe" et I’antioxydant :

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o,a-diphényl-B-picrylhydrazyle) fut
I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydant
des composés phénoliques (Blois, 1958), (Brand-Williams et Cuvelier, 1995) Il possede un
électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Figure n° 15).

Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres, i.e.
DPPHe reste dans sa forme monomeére relativement stable a température ordinaire. La
délocalisation provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPHe.
La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration
bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a
515-518 nm.

N —H NO,

Figure n° 15 : Structure chimique du radical libre DPPHe
(2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle) (Molyneux, 2004).

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de
mécanismes: (i) la libération de I’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle (cinétique
rapide de certaines acides et dérivées phénoliques) ; (ii) la libération d’un électron (cinétique

lente des dérivées glycosylées et des anthocyanes) (Huang et al., 2005), (Nanjo et al., 1996).
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Dans le cas des composés phénoliques (®-OH), le mécanisme principal d’action est le
piégeage des radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPHe alors transformé en
une molécule stable DPPHH (Molyneux, 2004), (Sanchez-Moreno et al., 1998):

DPPHe«+ ®OH — DPPHH + ®O-

Plusieurs voies réactionnelles sont alors possibles qui forment des structures plus au moins
stables :

DO+ OO — ®O-00

DPPHe++ ®O+— ®O-DPPH

®O- (semi-quinone)- He — ®=0 (quinone)

La capacité anti-radicalaire (capacité a fixer des radicaux libres, donc a arréter la propagation
de la réaction en chaine) ne peut étre mesurée directement, mais par contrdle de I’effet de la
réactivité. Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction,
notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPHe, type de

solvants, pH) et le profil phénolique en particulier (Molyneux, 2004).

1.4. Evaluation du potentiel anti-radicalaire :

Pour 1’évaluation de I’activité antioxydante, deux approches sont appliquées : d’une part, la
détermination de la réduction relative du radical DPPHea un temps de référence ou la
détermination de la quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPHe et d’autre
part, le suivi de la cinétique de la réduction (Sanchez-Moreno et al., 1998),
(Scherer et Godoy, 2009).

Dans la premiere approche, I’activité est définie par 1’indice de la réduction de 1’activité anti-
radicalaire en pourcentage %RSA (Radical Scavenger Activity), ou I’absorbance du mélange
réactionnel qui contient le radical libre et I’échantillon de I’antioxydant est reliée avec

I’absorbance du mélange sans aucun antioxydant (solution témoin ou contrdle) a un temps t:

[26RSA=(Abscontrole — Abst)/ Abscontrdle x 100%o].

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme I’acide
ascorbique (vitamine C), les antioxydants synthétiques BHT (butyl-hydroxy-toluene) ou le
Trolox® (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique), dont la structure

moléculaire cyclique est similaire a celle de la vitamine E (Molyneux, 2004).
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L’indice relative %RSA montre seulement la capacité de 1’échantillon, a une concentration
fixée, de réduire ou non les radicaux et dans beaucoup de cas, I’augmentation de la
concentration de I’antioxydant ameéne 1’augmentation de ces indices relatives.

Pour s’affranchir de 1’influence de la concentration, dans la majorité des études, la réactivité
est estimée par la concentration effective CES0 (ou I’inverse 1/CE50) de 1’antioxydant, qui
correspond a une réduction de 50% de ’activité (de I’absorbance) du DPPHe dans le milieu
réactionnel. La capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus élevée que sa CE50 est
petite. L’indice CE50 montre les concentrations de 1’antioxydant qui sont nécessaires pour
faire décroitre la concentration initiale du DPPHe avec 50% (exprimée en mol
Antioxydant/mol DPPHe ou mg Antioxydant/g DPPHe), mais ne prennent pas en
considération I’influence de la concentration sur le temps de la réaction
(Sanchez-Moreno et al., 1998).

Pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire, dans la deuxiéme approche des paramétres
cinétiques sont introduits, tels que le temps TECS50 nécessaire pour atteindre 1’équilibre a
CE50, la constante de vitesse de la réaction ou le coefficient directeur de la courbe cinétique.
L’estimation de TCES50 permet d’introduire la classification suivante: TCE50 < 5 min
(réaction rapide), 5+30 min (réaction intermédiaire) et TCE50 > 30 min (réaction lente)
(Brand-Williams, 1995) (Scherer et Godoy, 2009).

L’indice de I’efficacité anti-radicalaire [EAR =1/(CE50.TCE50)] relie la concentration du
DPPH?e et le temps TEC50 dans 1’essai avec la concentration effective CE50 de I’échantillon,

et résulte dans un parameétre constant pour chaque solution ou extrait.
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Chapitre 7 : Evaluation de activité
antimicrobienne.
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1. Introduction :

De nombreux auteurs ont rapporté que les extraits d’herbes ont des composés chimiques
capables d’avoir une activité antimicrobienne (Dorantes et al., 2000 ; Djenane et al., 2002 et
2006 ; Kuda et al., 2004, Bousbia, 2004). Les constituants des HE sont actifs contre une large

gamme de bactéries, levures et champignons.

2. Activité antibactérienne :

Les HE les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes appartiennent aux Labiatae :
origan, thym, sauge, romarin, clou de girofle sont d’autant de plantes aromatiques a HE riches
en composés phénoliques comme 1’eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces composés
possédent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus actif de tous, reconnu
pour étre non toxique, il est utilisé comme agent de conservation et ardbme alimentaire dans les
boissons, friandises et autres préparations. Le thymol et eugénol sont utilisés dans les produits
cosmétiques et, alimentaires. Ces composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre
de bactéries : E.coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Clostridium spp, Helicobacter pylori (Pauli, 2001). (Belleti et al. 2004) et
(Fisher et al., 2007), ont démontré que les HE de Citrus sont efficaces contre les bactéries
pathogenes, les spores bactériennes, mais également sur certaines bactéries responsables de
toxi-infection alimentaire telles que : Mycobacterium jejuni, Listeria monocytogenes, E. coli

0157 :H7, Staphylococcus aureus, Salmonella Thyphimurium, et Acrobacter butzleri.

3. Activité antifongique :

Le pouvoir antifongique des HE des plantes aromatiques a été mis en évidence par de
nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes (De Billerbeck et al., 2002 ;
Koba et al., 2004 ; Oussou et al., 2004 ; Ouraini et al., 2005) et contre les dermaphytes et les
champignons pathogénes et opportunistes tels que Candida albicans (levure), Cryptococcus
neoformans et aspergillus fumigatus (Teixeiraduarte, 2005). Des travaux similaires ont été
réalisés par (Mohammedi, 2006) sur ’HE de Cistus ladaniferus contre sept moisissures :
Rhizopus, Mucor, Alternaria, Fusarium, Penicillium, Trichoderma et Aspergillus ;
Omidbeyqgi et al., (2007) ont démontré que les HE de thym, de la sarriette et du clou de girofle
présentent une activité antifongique « in vitro » contre Aspergillus flavus. Les HE d’Eucalptus
saligna et d’Eucalptus camalduiensis ont montré un effet fongistatique vis-a-vis de
Phaeoramularia angolensis (Jaset-Dongmo et al., 2008). Piacentini a noté pour la premiére

fois les propriétés antimicrobiennes des HE de Citrus en 1949 in (Fisher & Phillips, 2008) que
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les essences de Citrus en solution étaient plus puissantes que les phénols comme
désinfectants. Selon les travaux de Prudent et al., (1995) ; Sharma-Tripathi, (2006) ; et Viuda-
Martos et al., (2008), les HE de Citrus : d’orange douce, de citron, de mandarine et,
pamplemousse montrent une activité antifongique contre Aspergillus niger, A. flavus,
Penicillium chrysogenum et P. verrucosum. Il a été établi d’aprés Cox et al.,(2000) que

généralement les champignons sont plus sensibles que les bactéries.

4. Activiteé antivirale :

Les virus sont généralement fortement sensibles aux molécules aromatiques des HE telles que
les monoterpénols et les monoterpénals. De nombreuses pathologies virales severes traitées
avec des HE ont montrées des améliorations importantes. L’effet antiviral de I’HE de Mentha
piperita a été étudié « in vitro » contre les virus de Herpes Simplex (HSV-1 et HSV-2), une
inhibition de 50% est obtenue avec des concentrations entre 0,002% et 0,008%
(Schuhmacher et Reichling, 2003).

5. Activité liée a la composition chimique :

L’efficacité¢ d’une HE dépend de sa richesse en composés phytochimiques, plus ’'HE est riche
en substances actives, plus son activité est importante. L’activité biologique d’une HE est li¢e
a sa composition chimique, aux groupements fonctionnels des composés majoritaires (alcools,
phénols, les composés terpeniques et cétoniques). Les composés minoritaires jouent aussi un
role important dans D’activité des HE et semblent agir en synergie avec les composés
principaux (Zhiri, 2006).

Les composés chimiques qui ont plus d’efficacité et, a large spectre sont les phénols (thymol,
carvacrol, eugénol), les alcools (a- terpinéol, terpinen-4-ol, linalol), les aldéhydes, les cétones

et rarement les terpénes (Dorman et Deans, 2000).

6. Mécanismes d’action antibactérienne :

Les mécanismes par lesquels les HE exercent leur activité antibactérienne sont mal connus.
Du fait de la complexité de leur composition chimique, il est difficile de donner une idée
précise sur le mode d’action des HE. 1l est probable que leur activité antibactérienne ne soit
pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire
(Dorman et Deans, 2000). Burt (2004a) a avancé que la caractéristique importante des HE est
attribuée a 1I’hydrophobicité de certains de ces composants qui leur permet de traverser

facilement la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire en altérant sa perméabilité
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et entrainant des pertes anormales d’ions, voire méme des macromolécules
(Oussalah et al., 2006), suggéere que, 1’action des HE sur la prolifération microbienne se fait a
travers ’altération de la perméabilité membranaire des bactéries en perturbant les systémes de
transport ionique, le transport des électrons et la production d’énergie.

Le mode d’action des HE dépend du type de microorganismes. En général, les bactéries Gram
négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram positives gréce a la structure de leur
membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram négatifs est plus riche en lipo-
polysaccharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui empéchent les terpénes hydrophobes
d’y adhérer (Cristiani et al., 2007).

7. Méthodes de détermination de I’activité antibactérienne :

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre la diversité des méthodologies
utilisées pour mettre en évidence I’activité antibactérienne des HE. Le choix de la méthode est
conditionné par I’insolubilité des HE dans les milieux aqueux, leur volatilité, et la nécessité de

les tester a de faibles concentrations.

7.1. Aromatogramme:

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée
antibiogramme ou méthode de disques ou méthode par diffusion en milieu gélosé. La
technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différentes substances a
tester, puis déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une suspension
de la bactérie a étudier. Apres incubation, les colonies se développent a la surface de la gélose
laissant des zones vierges autour des disques appelée zone d’inhibition. Plus le diamétre de la
zone d’inhibition est grand, plus la souche est sensible a la substance testée, plus il est petit
plus la bactérie est résistante. Le diamétre de ces zones d’inhibition est proportionnel a
I’activité bactériostatique de I’HE sur le germe testé. On peut exprimer cette activité soit en
indiquant directement le diametre de la zone d’inhibition en millimétre, soit en traduisant en

croix le degré d’activité (Guerin et Carret, 1999).

7.2. Méthode de diffusion en puits :

Methode proposée par Cooper & Woodman en 1946 et, reprise par Shroeder et Messing en
1949. Elle assure une diffusion radiale de I’HE a partir d’un puits en donnant une zone
d’inhibition claire facilement mesurable. La méthode consiste a découper un trou circulaire

dans la gélose et y verser une solution de I’HE de concentration connue. L’HE diffuse
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radialement en donnant une zone d’inhibition circulaire a la surface de la gélose

préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne (Eymard, 2003).

7.3. Méthode de dilution :

Les H.E a tester peuvent également étre directement mélangées en concentration connue au
milieu de culture, qu’il soit solide ou liquide (exige la dispersion homogeéne par un
émulsifiant). Le milieu est ensuite inoculé & un taux déterminé de microorganismes, apres
incubation, on note la présence ou I’absence de culture. La lecture peut-étre visuelle ou a
I’aide d’un spectrophotométre, le degré d’inhibition est en rapport avec la turbidité du milieu

(Robert-Demuet, 1995).

7.4. Méthode de micro-atmospheére :

Cette technique consiste a cultiver les microorganismes a tester dans les boites de Pétri sur
milieu de culture approprié. La différence réside principalement dans la position du disque
imprégné d’HE qui est déposé au centre du couvercle de la boite de Pétri, renversée aprés
fixation de I’HE sur le disque. Celui ci n’est donc pas en contact avec le milieu gélosé.
L’huile s’évapore dans 1’atmospheére de la boite, elle peut exercer son effet inhibiteur sur les

microorganismes testés (Pibiri, 2005).

8. Détermination de I’effet bactériostatique ou bactéricide :

La détermination de I’effet bactéricide ou bactériostatique d’une H.E est réalisée en procédant
a un repiquage des zones d’inhibition formées et ne présentant aucune croissance bactérienne
visible a I’ceil nu sur milieu de culture.

. S’il y a croissance bactérienne, I’HE a un effet bactériostatique sur la souche testée.

o S’il au contraire il y a absence de croissance bactérienne, I’HE présente un effet
bactéricide vis-a-vis de cette souche. La CMI est définie comme étant la plus basse
concentration capable d’empécher une croissance bactérienne visible. La CMI n’est pas
totalement bactéricide et une partie de 1’inoculum est capable de se développer aprés
disparition du composé inhibiteur (Mann et Markham, 1998).

La CMB est la petite concentration de 1’agent inhibiteur ne laissant subsister que

0,01% ou moins de survivants de I’inoculum initial apreés 18 heures de culture a 37°C. cette

valeur caractérise 1’effet bactéricide de I’HE (Haddouchi et al., 2009).
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9. Facteurs influencant ’activité antimicrobienne :

Plusieurs parameétres influencent la détermination de ’activité antimicrobienne des HE ou
leurs composants actifs tels que : la méthode d’évaluation de ’activité antimicrobienne, 1’effet
de la matrice biologique, le type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose
ajoutée, le type des microorganismes ciblés (Malecky, 2007).

Plusieurs études ont noté 1’effet des matrices alimentaires sur la résistance microbienne aux
HE, mais aucune ne semble avoir expliqué le mécanisme, bien que les suggestions aient été
proposées quant aux causes possibles. La disponibilité de substances nutritives dans les
produits alimentaires permet aux bactéries de réparer les cellules endommagées plus
rapidement. Les propriétés intrinseques de 1’aliment (lipide/protéine/eau, le pH, le sel, la
présence d’antioxydants, de conservateurs, d’autres additifs) ainsi que, les propriétés
extrinséques (la température, 1’emballage sous vide/gaz/air, les caractéristiques des
microorganismes) peuvent influencer la sensibilité bactérienne (Tassou et al., 1995).
Généralement, la sensibilit¢ des bactéries a I’action des HE semble augmenter avec la
diminution du pH de I’aliment, de la température de stockage et de la concentration en
oxygene dans le milieu. A pH bas I’hydrophobicité d’une HE augmente, lui permettant de se
dissoudre plus facilement dans les lipides membranaires de bactéries cibles
(Mejlholm et Dalgaard, 2002). Par ailleurs, la présence de graisse et/ou les protéines dans les
aliments réduit la disponibilité des molécules actives. L’HE se dissout dans la phase lipidique
de I’aliment, il y aura relativement moins d’HE disponible pour agir sur les bactéries. Par
contre, les glucides dans les produits alimentaires ne semblent pas protéger les bactéries de

I’action des HE autant que les lipides et les protéines (Burt, 2004b).
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Chapitre 08 : La peau.
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1. Structure et fonctions de la peau :

La peau, ou membrane cutanée, recouvre la surface externe du corps. Elle constitue I’organe
le plus lourd (masse) et le plus étendu (superficie) du corps humain.

Chez I’adulte, elle couvre plus ou moins 2 m2 et pése de 4,5 a 5 kg, soit environ 16 % de la
masse corporelle totale. Son épaisseur varie de 0,5 mm sur les paupiéres a 4 mm sur les
talons ; elle est de 0.5 & 2 mm sur la majeure partie du corps. Sur le plan structural, la peau
comprend deux couches principales (Figure n° 16). La partie superficielle, la plus mince, se
compose de tissu epithélial et est appelée épiderme (epi : sur). La partie la plus profonde, et la
plus épaisse, se compose de tissu conjonctif et est nommée derme (Laplante, 2002)
(Degim, 2005). En dessous du derme se trouve la couche sous-cutanée, qui n’appartient pas a
la peau proprement dite ; elle est appelée fascia superficiel ou encore hypoderme, et se
compose de tissu aréolaire et de tissu adipeux. La complexité anatomique et physiologique de
la peau humaine lui confére des propriétés complexes (Tran et al., 2005) .

Les recherches effectuées durant les 20 derniéres années dans les domaines de la dermatologie
et de la biologie cutanée ont profondément enrichi les connaissances sur ses mécanismes
physiologiques et modifié la perception de cet organe. La peau est la premiére ligne de
défense vis-a-vis du monde extérieur mais permet en méme temps d’entretenir des relations
avec celui-ci. Son intégrité est nécessaire & la vie tant pour son incidence sur la santé de
I’individu que pour son bien-étre. Outre sa fonction barriére, la peau est aussi le

siege du toucher et posseéde un rdle de synthese (vitamine D2), d’élimination (principalement
fer et cholestérol par la sueur, le sébum, les poils et les cellules desquamantes) et d’échanges

thermiques et gazeux (Laplante, 2002).
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Figure n° 16 : Structure de la peau (Tran et al., 2005).
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2. Epiderme :

La partie la plus superficielle de la peau est représentée par I’épiderme. Ce tissu est dérivé
embryologiquement de I’ectoblaste. C’est une couche continue d’un épithélium malpighien
kératinisé, dont plusieurs types de cellules entrant dans la composition de 1’épiderme. Les
kéranocytes en grande majorité (90 - 95%), les mélanocytes, les cellules de Langerhans et
cellules de Merkel (Laplante, 2002) (Cuminet, 1999). Son épaisseur varie largement en
fonction du site anatomique ; la moyenne est de 40-50 um mais elle augmente jusqu’a 80pum
sur le poignet et le dos de la main et jusqu’a 400um au bout des doigts (Weisse, 2002)
(Cuminet, 1999). Sa fonction essentielle est représentée par la formation de la couche cornée,
stade ultime de la différenciation cellulaire, permettant la réalisation d’une barriére efficace
entre 1’organisme et le milieu extérieur (Descargues et al., 2005). D’aprés (Cuminet, 1999),
de la profondeur a la surface, on observe :

Le stratum germinativum, ou couche des cellules basales. Elle est composée de cellules
germinatives formant une couche mono-cellulaire a disposition palissadique. Il s’agit d’une
zone d’échange avec le derme sous-jacent, et d’ancrage par le biais de la jonction
dermoépidermique.

Cette jonction est élaborée conjointement par les fibroblastes dermiques et les kératinocytes.
Le stratum spinosum, ou corps muqueux de Malpighi, est composé de 3 ou 4 couches
d’éléments polyédriques tendant a s’allonger horizontalement vers les couches superficielles.
Dés ce niveau, les cellules sont capables de synthétiser de la kératine. Leur noyau est arrondi
et de volume supérieur a celui de la couche basale. Ces cellules sont pourvues de
prolongements spiculés porteurs de desmosomes. Ces desmosomes sont les moyens de
fixation intercellulaires, auxquels s’attachent les tonofillaments intracytoplasmiques.

Le stratum granulosum, qui correspond a 3 couches de cellules granuleuses aplaties et
fusiformes, situées immediatement sous la couche cornée. Ces cellules contiennent de la
kératohyaline, précurseur de la kératine.

Le stratum corneum, ou couche cornée. Elle est composée de cellules mortes, superposées,
hexagonales et allongées, régulierement ordonnées, anuclées et completement kératinisées. Le
nombre de couches cellulaires est tres variable : de 15 a 20 au niveau de 1’abdomen et du dos,
plus de 100 au niveau palmaire. Ces cellules sont éliminées de fagon ordonnée, selon le

processus de desquamation.
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3. Absorption cutanée :

La voie cutanée est trés largement utilisée pour 1’administration de médicaments. En effet,
elle offre la possibilité de pouvoir cibler les différentes couches de la peau (administration
percutanée) ou bien la voie sanguine pour une administration systémique du principe actif
(voie transcutanée). Le devenir du principe actif dans la peau dépend des propriétés de celle-ci
(intégrité, age...) mais aussi des caractéristiques physico-chimiques du principe actif (taille,
forme, structure et propriétés chimiques de la molécule), de la forme galénique choisie et des
excipients. (Degim, 2005) (Weisse, 2002) (Thiers et Tasseaul, 2005).

D’un point de vue cinétique, la pénétration dans la cornée se découpe en deux phases. Une
premiere phase de latence qui peut étre considérée comme une phase de ,,charge en produit™
dont la durée dépend des propriétés physico-chimiques des actifs. Une seconde phase,
d’équilibre, durant laquelle ’actif est capté par un flux dermique continu. La substance
continue ainsi a diffuser dans 1’épiderme et le derme en trois temps : tout d’abord, un
transport de (s) 1’actif(s) jusqu’a la zone d’absorption (dépendant de la viscosité de ces
derniers et de leur véhicule) ; puis, la libération de ces actifs (fonction de I’affinité¢ de la
préparation pour la peau) ; enfin, les étapes d’absorption et de résorption (dépendantes
uniquement de(s) actif(s) étudié(s) et dont les cinétiques seront données par la Loi de Fick).
Ainsi, ils ont noté que le ciment lipidique de la couche cornée accélére le passage des
molécules amphiphiles, et freine la diffusion des substances hydrophiles
(Thiers et Tasseaul, 2005). La maitrise du degré de pénétration du (ou des) principe(s) actif(s)
contenu(s) dans la forme pharmaceutique pour application locale sera 1’objectif prioritaire du
développement galénique. Elle passe par la définition préalable du niveau d’activité et de
I’effet attendu de la forme envisagée ; le tableau 02 précise le degré de pénétration a conférer

en fonction du type d’efficacité recherché (Seiller, 1996).
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Tableau n° 02 : Influence du degré de pénétration sur I’activité.

Niveau d’action Effet attendu Degreé de pénétration

Activité de surface

Surface -Protection Nulle
-Antiseptique
-Antisolaire, etc.

Couche cornée -Emollient Faible
-Exfoliant, etc.

Activité épidermique

Epiderme -Antibiotique ; Moyenne
-Antiseptique
-Antifongique

- Anti-inflammatoire

- Antiphlogistique

- Anesthésique

- Antipruritique

- Antihistaminiqu, etc.

Activité dermique ou
Systémique

Derme -Hormonal Elevée
-Cardiovasculaire, etc.

4. Aspects qualitatifs et quantitatifs de I’absorption cutanée :

La couche cornée, faite de cornéocytes non-vivants fermement liés et de voies de transport
non perceptibles telles les glandes sébacées et sudoripares, peut étre envisagée comme une
membrane passive. La plupart des substances la traverseront proportionnellement au gradient
de concentration entre le coté supérieur et inférieur de la membrane. Ainsi on peut appliquer
la loi de Fick, du moins tant que la concentration en surface est grande et la concentration
dans I’épiderme faible.

Pour parvenir a 1’épiderme vivant, c’est a dire traverser le stratum corneum, une molécule a
trois possibilités. Elle peut diffuser entre les cellules, a travers les cellules ou a travers les
follicules pilo-sébacés ou les glandes sudoripares (Degim, 2005) (Weisse, 2002).
L’importance relative de chacune des voies parait €tre influencée par les caractéristiques du

produit appliqué et celles de la surface cutanée.
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o Diffusion intracellulaire : autrefois considérée comme la voie majeure, désormais
controversée ;

o Diffusion intercellulaire (espaces lipidiques): voie préférentielle pour de nombreuses
molécules, méme polaires comme 1’eau. Les modalités de pénétration restent encore
obscures ;

o Diffusion a travers les annexes cutanées : bien que la surface couverte par les annexes
cutanées soit inférieur a 1% de la surface cutanée, I’absence de barriére cornée au niveau de
ces annexes favorise 1’absorption des molécules. Cette voie interviendrait au cours des
premiéres minutes de diffusion des molécules plus ou moins polaires. En fait, elle bénéficie
surtout aux molécules de grande taille et de faible polarité pour lesquelles elle est la seule
issue possible.

En effet, selon les mémes auteurs, la plupart des molécules traversent la couche cornée en

empruntant la voie intercellulaire (Degim, 2005) (Weisse, 2002).

5. Formes galéniques destinées & la voie cutanée :

Les préparations destinées a étre appliquées sur la peau, représentent certainement une des
plus anciennes formes pharmaceutiques, puisqu’elles ont été appliquées soit pour soigner les
blessures, soit pour embellir la peau avec les fards, les onguents et les poudres de beauté,
ancétres des produits cosmétiques modernes.

En effet, la formulation des préparations destinées a la voie cutanée doit tenir compte des
caractéres propres de la peau (épiderme, derme, hypoderme) et de ses annexes (glandes
sébacées et sudoripares, follicules pileux) ainsi que des caracteres physicochimiques du
principe actif qui lui permettront ou non de franchir la barriére cutanée afin d“exercer une

action générale.

5.1. Préparations semi-solides pour application cutaneée :
Les préparations semi- solides pour application cutanée sont destinées a étre appliquées sur la
peau ou sur certaines muqueuses afin d’exercer une action locale ou transdermique de
principes actifs. Elles sont également utilisées pour leur action émolliente ou protectrice. Elles
présentent un aspect homogéne (Aiache et al., 2001).
Plusieurs catégories de préparations semi-solides pour application cutanée peuvent étre
distinguées : (Aiache et al., 2001).

e Les pommades (hydrophobes, absorbant 1’eau, ou hydrophiles) ;

e Les cremes hydrophobes ou hydrophiles ;
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e Les gels hydrophobes ou hydrophiles ;
e Lespétes;

e Les cataplasmes.

5.1.1. Pates :

Les pates sont des préparations pour application cutanée contenant de fortes proportions de
poudres finement dispersées dans 1’excipient. On distingue : (Aiache et al., 2001).

- pates a corps gras ou les excipients sont des corps gras ou des mélanges de corps gras;

- pates a I’eau sont des préparations dont I’expient est a base d’eau et de glycérine.

5.2. Autres formes administrées sur la peau :

A coté des pommades, crémes, pates et gels, d’autres préparations plus liquides sont aussi
destinées a étre appliquées sur la peau : ce sont les liniments, les lotions et surtout des solutés
divers. Pour ’application sur la peau on peut encore citer les poudres dermatologiques, les

cataplasmes et les sinapismes (Le Hir, 1981).
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Chapitre 09 : Microorganismes et
pathologies.
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1. Microorganismes et pathologies :

L’organisme humain, constamment exposé a une multitude de microbes (bactéries, virus,
parasites, champignons), possede un systétme complexe de défense qui lui permet de
rencontrer ou d’héberger ces microbes sans leur permettre d’envahir ses tissus. Cependant,
dans certaines conditions, I’infection peut entrainer une maladie infectieuse grave
(Rhayour, 2002).

Les maladies infectieuses causees par les bactéries et les champignons affectent des millions
de personnes dans le monde entier, et causent de lourdes pertes a I'économie.

Aux FEtats Unis seuls, ces pertes sont d’environ 20 billions de dollars par an. De nombreux
programmes ont été conduits pour découvrir et développer de nombreux agents
antimicrobiens d’origine biologique. Ainsi 27 antibiotiques et 12 antifongiques étaient en
développement en 1998 contre les infections bactériennes et fongiques. Ceci illustre I’effort

sérieux exercé pour la lutte contre les maladies infectieuses (Rhayour, 2002).

2. Définition de microorganismes :

Les microorganismes sont définis historiquement comme des organismes vivants trop petits
pour étre distingués a I'eeil nu et généralement formés d'une seule cellule. Ce terme est donc
utilisé pour désigner des organismes unicellulaires ou constitués d’un nombre limité de

cellules (Figure 17).

WA Cies

G / o~ -
Bactérie Champignon Protozoaire Protophyte
Salmonella Candida Trypanosoma Pediastrum
Enteriditis albicans brucei albicans

Figure n° 17 : Différentes classes de microorganismes (Hart et Shears, 1997).

Comparativement a 1’homme, les microorganismes sont nettement plus nombreux et ont une

capacité extraordinaire a s'adapter a son environnement. Or, plus la population humaine
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augmente, plus elle permet aux organismes pathogénes de se développer, et de transmettre les
maladies.
Il est donc important de posséder des moyens efficaces pour lutter contre ces

microorganismes néfastes a I’homme (Hart et Shears, 1997).

3. Infections bactériennes :

Les bactéries sont des cellules procaryotes, leur ADN n'étant pas localisé dans un noyau.
Beaucoup contiennent des structures circulaires d’ADN extra-chromosomique appelées
plasmides. Il n'y a pas d'autre organite dans le cytoplasme que les ribosomes, qui sont de plus
petite taille que ceux des cellules eucaryotes. A l'exception des mycoplasmes, les bactéries
sont entourées par une paroi complexe, différente selon que la bactérie est a Gram positif ou
négatif. De nombreuses bactéries possedent des flagelles, des pilis, ou une capsule a
I'extérieur de la paroi (ANNEXE 1).

Aussi bien pour les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif la membrane
cytoplasmique est formée d'une bicouche lipidique associée a des protéines. Dans les deux
cas, le composant principal de structure de la paroi est le peptidoglycane, un réseau
tridimensionnel de chaines polysaccharidiques (composees de N-acétylgiucosamine et 'd'acide
N-acétylmuramique) et d'acides aminés. Chez les bactéries & Gram positif, la paroi est
constituée presque exclusivement de la, couche de peptidoglycane, a laquelle sont associés
des polymeres d'acide teichoique. Les bactéries a Gram négatif ont une paroi plus complexe.
La couche de peptidoglycane est plus fine que celle des Gram positif, et elle est entourée par
une membrane externe composée de lipopolysacchandes et de lipoprotéines. La partie
lipopolysaccharidique de la paroi des Gram négatif comprend les molécules d'endotoxine
(lipide A) qui contribuent au pouvoir pathogene bactérien (ANNEXE 1).

Les infections bactériennes sont responsables de maladies allant de I'angine bénigne aux
épidémies de choléra et de peste. Les bactéries sont des micro-organismes remarquablement
adaptables, a l'origine de maladies graves ou de simple colonisation de la peau. Elles sont
capables de survivre et se multiplier dans I'environnement et certaines forment des spores qui
survivent pendant des décennies. Un grand nombre d'entre elles parasite les animaux, et
n'infecte I'nomme que par hasard. D'autres ne peuvent survivre qu'au contact intime de leur
hote humain. Alors que la plupart des bactéries se répliquent en quelques heures ou jours,
d'autres ont une croissance beaucoup plus lente, entrainant des infections chroniques difficiles

a traiter.
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En plus d'une grande diversité d'habitat, les bactéries ont unimportant potentiel d'adaptation
génétique. Elles contiennent souvent de I'ADN plasmidique, capable de transférer du matériel
génétique au sein de I'espéce ou vers des especes différentes. Cette adaptabilité génétique peut
accroitre a la fois leur pouvoir pathogene et leur résistance aux antibiotiques
(Hart et Shears, 1997).

4. Infections fongiques :

Les Champignons ou Mycetes constituent aujourd’hui le cinquiéme régne du monde vivant
appelé Fungi ou régne fongique. Actuellement, le régne fongique comprend plus d’un million
d’espéces recensées a la surface de la planéte (Nikoh et al., 1994).

Le régne des Fungi ou régne des mycetes est constitué d’organismes eucaryotes,
principalement multinuclés dont les noyaux sont dispersés dans un mycélium avec paroi. Ce
sont principalement des organismes terrestres dont les cellules sont organisées en un appareil
végétatif primitif, le thalle. Chez la majorité des especes fongiques, le thalle est formé d’un
enchevétrement de filaments ; les mycéliums, pouvant donner naissance a des spores sexuées
OU asexuées.

La plupart des mycetes sont saprophytes, excepté les champignons parasites responsables de
certaines maladies et qui peuvent infecter les plantes et les animaux. Toutefois les agents des
teignes, les dermatophytes, sont pour leur grande majorité des champignons strictement
parasites. Le développement d’une pathologie fongique chez I’humain et ’animal dépend
souvent de facteurs prédisposants comme 1’existence de pathologies concomitantes (SIDA),
d’événements  associés  (chirurgie, traitement antibiotique,...) ou de facteurs
environnementaux (conditions d’¢élevages favorisant les contacts rapprochés,...)
(Hamoir et al., 2001).

Les infections a levures ont vu leur incidence augmenter et leur localisation se diversifier.
Parmi le genre Candida, le Candida albicans reste 1’espéce la plus fréquemment rencontrée.
En pathologie, Candida albicans est la cause, de 70 & 80 % des cas de candidoses humaines.
C’est ’agent des mycoses cutanées (impétigo) et unguéales (intertrigos), des mycoses
digestives (muguet et buccal), intestinales, biliaires et génitales, des mycoses broncho-
pulmonaires, viscérales (abces cérébraux) (Ouraini et al, 2007).

Les mycoses, situées au premier rang des infections cutanées, représentent une pathologie
fréguemment évoquee en pratique dermatologique (Examen mycologique en dermatologie,
2005).
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Dans la pathologie fongique ou mycosique, trois types de mycoses humaines sont fréquentes
et universelles : les dermatophytoses, le Pityriasis versicolor et les candidoses
cutanéo-muqueuses. D’autres sont plus rares mais profondes et sévéres (Ouraini et al, 2007).

(Tableau n° 03).

Tableau n° 03: Principaux types d’infections fongiques rencontrées chez ’homme

(d’apres Alcamo, 1997).

Type d’infection Agent responsable Site d’infection
Cryptococcoses Cryptococcus neoformans Poumon, cerveau (méninges
et liquide céphalorachidien)
Candidoses C. albicans, C. glabrata, Peau et muqueuses, tractus
C. parapsilosis, C. krusei gastro-intestinal et sang
Dermatophytoses Trychophyton, Microsporum, Cuir chevelu, peau, ongles
et Epidermophyton
Blastomycoses Blastomyces dermatitidis Visage, mains et pieds
Sporotrichoses Sporothrix schenkii Peau

Les infections fongiques restent les plus graves et leur fréquence a augmenté de facon
considérable au cours des dernieres années en raison principalement du nombre accru de

patients immunodéprimés et d’interventions médicochirurgicales invasives (Hulin, 2005).

5. Dermatophytoses :

Les dermatophytoses sont des mycoses cutanées provoquées par des champignons
filamenteux kératinophiles, les dermatophytes. Ces affections cosmopolites sont fréquemment
rencontrées tant chez I’homme que chez I’animal. Contrairement a la plupart des autres
champignons pathogenes, les dermatophytes sont des parasites obligatoires infectant des
individus en bonne santé, et les infections dont ils sont responsables sont contagieuses
(Wang et al., 2006) (Feuilhade et al., 2002) (Brouta et al., 2001). L’infection superficielle a
dermatophyte est [D'une des maladies dermatologiques les plus communes
(Feuilhade et al., 2002) (Brouta et al., 2001) (Figure 18).

Les dermatophytes [(du Grec derma = peau et phyton = plantes) sont des champignons
filamenteux kératinophiles et kératinolytiques ; ils utilisent comme substrats naturels des
structures keératinisees. Les especes saprophytes se nourrissent de débris kératinisés éliminés
dans I’environnement, tandis que les espéces parasites envahissent le stratum corneum de
I’épiderme ainsi que les phanéres (poils ou cheveux, griffes ou ongles). Les dermatophytes
pathogénes restent généralement confinés a ces tissus, et n’atteignent que rarement les

couches les plus profondes de la peau et trés exceptionnellement les organes internes.
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On distingue trois groupes de dermatophytes selon leur habitat naturel, les dermatophytes
anthropophiles, zoophiles, et géophiles (Ouraini et al., 2007) (Wang et al., 2006). Les especes
anthropophiles sont des parasites obligatoires de I’homme ; ils se transmettent essentiellement
par contagion, interhumaine mais peuvent occasionnellement infecter 1’animal. Les
dermatophytes zoophiles ont pour réservoir une ou plusieurs especes animales. Cependant, ils
sont souvent isolés lors de dermatophytoses humaines, et certaines espéces comme M. canis
et Trichophyton verrucosum infectent I’homme trés facilement (Brouta et al., 2001). Les
dermatophytes géophiles ou telluriques sont quant a eux des saprophytes vivant dans le sol.
Toutefois, ils peuvent accidentellement étre a I’origine d’une infection humaine ou animale,

par exemple suite au contact entre une peau lésée et un sol contaminé (Feuilhade et al., 2002).

Fig. 2. Dermatophytose A T. rubrum de la main.

Fig. 3. Dermatophytose A T. rubrum de la plante.

Figure n°® 18 : Infection superficielle & dermatophyte (Feuilhade et al., 2002).
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6. Moyens de lutte contre les microorganismes pathogenes :

Les caractéristiques physiologiques et structurales des champignons différent assez fortement
de celles des bactéries, ce qui explique que la majorité des antibiotiques actifs contre les
bactéries n’ont aucun effet sur la premicre catégorie d’organismes vivants (champignons)
(Hamoir et al., 2001). Il existe de nombreuses molécules utiles pour lutter contre les
microorganismes pathogénes. Dans cette partie nous avons choisi de présenter quelques
exemples de composés efficaces pour combattre les protozoaires, les champignons et les

bactéries.

6.1. Contre les champignons :

La difficulté de développer une molécule antifongique est liée, d’une part a I'ultra structure de
la cellule fongique qui présente trois barrieres (la paroi cellulaire chitineuse, les ergostérols
membranaires et le noyau eucaryote) et d’autre part aux molécules antifongiques elles-mémes
qui sont soit fongistatiques, toxiques, ou qui peuvent engendrer des résistances
(Prasad et Kapoor, 2004). 1l existe plusieurs classes d’agents antifongiques : les polyenes, les
dérivés azolés, les analogues nucléosidiques, les allylamines, les pneumocandines, et les

sordarines (Hamoir et al., 2001).

6.2. Contre les bactéries :

Pour soigner les maladies infectieuses, les antibiotiques sont les outils efficaces les plus
fréguemment utilisés. Ces composés qui altérent le fonctionnement normal des bactéries
peuvent inhiber leur croissance (antibiotique bactériostatique) ou la détruire (antibiotique
bactéricide). La plupart des antibiotiques inhibent des voies métaboliques de la bactérie.
Chaque famille d’antibiotique possede son propre site d’action (Djabou, 2006)
(voir ANNEXE 1). Le traitement des mycoses cutanées bénéficie actuellement de nombreux
antifongiques actifs et efficaces. Malgré cela, le probléeme des résistances de plus en plus
nombreuses a un ou plusieurs antifongiques persiste encore (Ouraini et al, 2007),
(Prabuseeninivasan et al., 2006), ( De Billerbeck, 2007), (Inouye et Abe, 2007).
L’accroissement des infections fongiques et le développement de souches résistantes aux
médicaments utilisés. Pan-Havard et al., (1991) soulignent la nécessité de la découverte de
nouveaux agents antifongiques. Pour cela les secrétions vegétales telles que les huiles
essentielles sont intéressantes du point de wvue leur pouvoir fongitoxique
(Glordani et Kaloustian, 2006).
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PARTIE PRATIQUE.
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1. Choix du matériel végétal :
Notre travail a été réalisé aux laboratoires : de Botanique médicale, de Pharmacognosie et de
Microbiologie a la Faculté des Sciences Médicales (Université d’Annaba). La détermination
de la composition chimique des HE a été effectuée au Laboratoire Régional de la Police
Scientifique de Constantine et le CRAPC : Centre de Recherché Scientifique et Technique en
analyses Physico Chimiques de (Bab Ezzeouar, Alger) sur trois especes tres :

-Citrus limon (Citron).

-Cinnamomum zeylanicum (Cannelle).

-Thymus numidicus (Thym).
2. Méthodes :
2.1. Echantillonnage :
2.1.1. Provenance :

Nos échantillons proviennent :

- Lecitron : provient d’une exploitation agricole privée, située dans la région de Collo a la
wilaya de Skikda. La récolte a été réalisée durant la période allant du mois de novembre
2012 jusqu’au mois de mars 2013.

- Lacannelle provient de chez les herboristes.

- Le thym provient de la région d’Azzaba willaya Skikda, la récolte elle a été réalisée au
moi de juin 2013.

L’identification du Thym (Thymus numidicus) a été faite par :

Dr Djeddi Samah, Dr Hamel Tarek, laboratoire de physiologie végétal département de
biologie université d’Annaba et par Dr Laradj Hacen, laboratoire de botanique médicale
Département de pharmacie facult¢ de médecine d’Annaba), selon les flores suivantes :
(Dobignard et Chatelain, 2010-2013), (Le Floc’h et al., 2010), (Quézel et Santa, 1963). Notre
choix pour cet espéce est justifié par le fait que celle-ci est endémique et riche en huiles
essentielles et composés phénoliques notamment les flavonoides connus pour leurs activités
biologiques diverses.

Le matériel végétal ainsi récolté a subit certains traitements étant donné les localisations

diverses des sites sécréteurs de I’huile essentielle dans le végétal.

Tableau n° 04 : Partie utilisée et quantité de la prise d’essai pour les trois espéces.

N° éch Echantillon Partie utilisée Prise d’essai (g)
01 Citron Epicarpe 400
02 Cannelle Ecorce 200
03 Thym Sommité fleuries, 200
tige, feuilles

94



2.1.2. Parties employées :

-Echantillon 01 : (Citron) La partie supérieure du péricarpe ou zeste (L'exocarpe) est récolté
sur les fruits frais, elle se présent en ruban mince est étroit, d’aspect rugueux, de couleur verte
ou jaune a I’extérieur, blanc et spongieuse a I’intérieur (mésocarpe). Ce choix est justifié par :
la richesse du zeste en HE par rapport aux autres parties du fruit (Robert et Lobstein, 2005).
-Echantillon 02 : (Cannelle) Pour la IX éme édition de la pharmacopée francaise, la drogue est
constituée par les écorces séches brun jaunatre, aromatique et dont le goQt est douceéatre et
acre.

-Echantillon 03 : (Thym) Nous avons utilisé les Sommité fleuries, les tiges et les feuilles.

2.2. Méthodes d’extraction :
La connaissance de la méthode d’extraction est indispensable pour permettre a partir d’une
plante médicinale d’obtenir des préparations galéniques codifiées. Ces préparations définies
par les physiologistes et les pharmaciens sont les HE plus ou moins purifiées ou des produits
purs utilisés en thérapeutique.
Outre les molécules d’intérét thérapeutique, les méthodes d’extraction permettent 1’isolement
de nombreuses molécules pures dont la connaissance est tres utile pour le contréle chimique
de la plante, I’é¢tude de la biosynthése de certains groupes chimiques et la compréhension de
I’activité modulée de certains extraits par rapport au produit pur responsable de I’activité.
Trois méthodes ont été utilisées :

1-L’hydrodistillation pour la cannelle.

2-L’expression a froid pour le citron.

3-L’hydrodistillation, entrainement a la vapeur d’eau saturée pour le thym.

Tableau n° 05 : Temps nécessaire pour le traitement de la matiere végétale.

Echantillon Meéthode (Procédé) Temps
01 Expression a froid Expression du zeste jusqu’a
épuisement total
02 Hydrodistillation 1Hh30
03 Hydrodistillation 1Hh30
Entrainement a la vapeur d’eau
saturé
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2.2.1. Expression des épicarpes de citrus :

2.2.1.1. Principe :

Pour certaines essences comme celles des fruits de citrus (Orange, Citron), on a I’avantage a
opérer par expression a froid du zeste frais (Paris et Moyse, 1976), applicable que sur certains
veégétaux, principalement les agrumes, qui possedent des glandes oléiféres (Chiej, 1982).
Celle-ci peut se faire a la main (procédés a la cuillére, a 1’écuelle), ou apres scarification
mécanique (Paris et Moyse, 1976).

Ce mode d’extraction ne change pas la composition de I’huile et ne fait pas intervenir la
chaleur.

Le principe de la méthode est trés simple : les «zestes » sont dilacérés et le contenu des
poches sécrétrices qui ont eté rompues est récupéré par un procédé physique (Chiej, 1982).

En relation avec le systeme utilisé pour la rupture de cette paroi, on a a faire soit a des
procédés agissant sur le fruit entier, soit des procédés agissant sur le fruit découpé en deux ou
plusieurs quartiers et débarrassés de 1’endocarpe (aprés extraction du jus), (Nannotti, 1890,

Kobert, 1906, Herisset et Jolivet, 1973).

2.2.1.2. Mode opératoire :
Rompues mécaniquement par pression, incision ou abrasion a froid, ces poches & essences
liberent leur HE ; entrainée par un courant d’eau, celle-Ci est ensuite épurée par décantation

ou centrifugation (Richard et Giampoali, 1992).

2.2.2. L’hydrodistillatiion des écorces de la cannelle et du thym :

2.2.2.1. Principe :

L’hydrodistillation simple consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact
ou éventuellement broyé) dans 1’eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs
hétérogénes sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par
différence de densité (Bruneton, 1995).
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Figure n° 19 : Dispositif de ’hydrodistillation.

L’obtention des HE a ¢été¢ effectuée dans un appareil de type Clevenger
(Clevenger, 1928). Une distillation a été réalisee par ébullition, pendant une heure et demie,
de 200 g de matériel végétal frais avec un litre d’eau dans un ballon de deux litres surmonté
d’une colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant. Le rendement en HE est exprimé
par le volume d’huile (en millilitre) obtenu pour la masse 100 g de matiere végétale seche.

L’HE a été stockée a 4 °C a I’obscurité en présence de sulfate de sodium anhydre.

Remarque :

-Les concentrations relatives de certains composants de I'huile demeurent constantes alors que
d'autres varient considérablement.

-Les variations de la composition de I'huile en fonction du temps sont généralement les
mémes quel que soit le procédé d'entrainement.

-Les variations, en fonction du temps, des concentrations de plusieurs composants sont trés
significatives.

-Le rendement et la composition des extraits chloroformiques de I'eau du distillat varient

selon la procédure d'entrainement.
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2.2.3. L’entrainement a la vapeur d’eau du thym :
L’entrainement a la vapeur d’eau est I’'une des méthodes officielles pour 1’obtention des HE, a
la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct de I’eau et la

matiére végétale a traiter.

2.2.3.1. Principe :

De la vapeur d’eau fournie par une chaudiere traverse la matiére végétale située au dessus
d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et
libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur pour former un
mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est en suite véhiculé vers le condenseur et
I’essencier avant d’étre séparé¢ en une phase aqueuse et une phase organique : I’huile
essentielle. L’absence de contact direct entre I’eau et la matiere végétale, puis entre 1’eau et
les molécules aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant

nuire a la qualité de I’huile.

2.2.4. Dosage volumétrique (Calcul du rendement) :

C’est une méthode d’identification quantitative qui permet apres 1’extraction, le calcule direct
de la quantité du principe actif a I’ ceil nu a I’aide de tube gradué (ml), ainsi que le rendement
final (%), et qui est en relation avec la pesée de la prise d’essai (g). Le rendement est calculé

par la formule suivante :

R = (Ph / Pv) x 100

R = rendement en huile essentielle en %.
Ph = poids de I’huile essentielle en gramme.

Pv = poids de la biomasse végétale en gramme.

2.2.5. Caractéristiques des HE :
La caractérisation d’une essence consiste a :
o Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur, saveur).
e Déterminer ses indices physiques (densité et indice de réfraction).
e Obtenir son profil chromatographique et une quantification relative des differents

constituants.
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2.2.5.1. Indices physico-chimiques :
Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physico- chimiques sont celles indiquées

par le recueil de normes de 1’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR).

2.2.5.1.1. Mesure de I’indice de réfraction (norme NF T 75 - 112) :
Les mesures ont été effectuées a 1’aide d’un réfractometre d’ Abbé Prisma- CETI convex.
Quand la détermination est effectuée a une température différente de 20°C, on effectue la

correction a 20°C par le biais de la formule :

120 = It + 0,00045 (T — 20°C)

120 = Indice a 20°C

It. = Indice a la température ambiante ou de mesure.

T = Température ambiante.

Les produits étalons de qualité pour réfractométrie servant a ajuster le réfractométre sont les
suivants :

-Eau distillée (1,333)

-P- cymeéne (1,4906)

-Benzoate (1,5685)

-Bromo-1- naphtaléne (1,6585).

2.2.5.1.2. Détermination du point de fusion (AOCS, 1997. In Soares et al., 2009) :
2.2.4.1.2.a. Principe :
Le principe repose sur le chauffage d’un tube capillaire contenant une prise d’essai de ’'HE

dans un chauffage et la notation de la température de fusion.

2.2.5.1.2. b.Mode opératoire :

- Remplir un tube capillaire propre sur une hauteur de 0,5 cm avec 1’échantillon de I’HE ;

- Chauffer de fagon a ce que la température s'éléve d'environ 0.5 °C par minute, en surveillant
le moment ou I’HE commence & monter dans le tube capillaire ;

- Lire cette température.
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2.2.5.1.3. Mesure de la densité relative a 20°C (Norme NF T 75 - 111) :

La densité relative de I’H.E est définie comme étant le rapport de la masse d’un certain
volume d’huile a 20°C et la masse égale de volume d’eau distillée a 20°C. Cette grandeur est
sans dimension et son symbole est d 2% . La densité est mesurée a 1’aide d’un pycnométre de

volume : 5 ml a la température de 20°C.

2.2.6. Analyse chromatographique :

La CG/SM est realisée sur un chromatographe en phase gazeuse de type Hewlett-Packard
(Agilent technologie) 6800 plus, couplé avec un spectrometre de masse (série HP (Agilent
technologie) MSD 5973). L’analyse de la composition chimique des HE a ét¢ faite au niveau
du: Centre de Recherché Scientifique et Technique en Analyses Physico Chimiques de
(Bab Ezzeouar, Alger) (CRAPC).

2.2.6.1. Injecteur :
Température : 250 °C,

Mode d’injection : Split 1/50,
Volume injecté : 0,2 ul.

2.2.6.2. Colonne :

Type : hp-5ms,

Dimensions : (long 30 m x D int 250 pum), épaisseur film 0,25 pum,
Phase stationnaire : diphényle (5%) —Diméthylarylénesiloxane,
Température du four : 60 (8), 2 °C/min/280 (10),

Gaz vecteur : Hélium pur 99,9998%,

Débit CV : 0,5 ml/min.

2.2.6.3. Détecteur de masse :
Température de I’injecteur : 280 °C,
Type d’ionisation : électronique,
Intensité du filament : 70 eV,

Type d’analyseur de masse : Quadripdle,
Température du quadripdle : 150 °C,
Température de la source : 230 °C,

Vide : 60 torr.
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L’appareil est relié a un systéme informatique gérant une bibliothéque de spectre wiley7n.l.

2.2.7. Analyse par FTRI :

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed
InfraRed spectroscopy) est realisée avec un appareil de type PERKIN ELMER (universal
ATR Sampling Accessory), les conditions opératoires sont les suivantes : technique : ATR,
gamme d’analyse : 4000-600 cm-1. Les résultats sont directement comparés avec ceux de la
bibliographie interne de la I’appareil ;01. Euclidean, 02. PSU/peak, 03. MIX PSU, 04. Peak
Match, 05. PEAK/psu06.MIX PEAK. Dans notre étude nous avons utilisé la bibliothéque
Euclidean. L’analyse de la composition chimique des HE par FTRI a été faite au niveau du
laboratoire régional de la police scientifique de Constantine.

2.2.8. Activité antioxydante :

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical
DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) selon la méthode décrite par Burits et Bucar (2000),
ou 50 pl de chacune des solutions méthanoliques de I’huile essentielle testées a différentes
concentrations (200, 400, 600, 800 et 1000 ug/ml) sont mélangées avec 5 ml d’une solution
méthanolique de DPPH (0,004 %). Apreés une période d’incubation de 30 minutes a la
température du laboratoire, 1’absorbance est lue a 517 nm. L'inhibition du radical libre DPPH
par la vitamine E a été également analysée a la méme concentration pour comparaison. On
détermine la cinétique de la réaction et les parametres de calcul de I’activité antioxydante
pour la vitamine E et pour I’huile essentielle (Pourcentage d’inhibition, I’'index IC50, le temps

d’équilibre TC50 et I’efficacité antiradicalaire EA). Tous les essais ont été effectués en triple.

2.2.8.1. Détermination du pourcentage d’inhibition :
L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (1%) est calculée de la maniere
suivante :

I % = ([A blanc —-A échantillon]/A blanc)
avec :
Ablanc : Absorbance du blanc (contenant tous les réactifs excepté le composé d'essai,
Aéchantillon : Absorbance du composé d'essai.
La cinétique des réactions de 1’huile essentielle et de la I’acide ascorbique avec le DPPH, a été
inscrite a chagque concentration examinée. Les concentrations en huile essentielle et en acide

ascorbique, en fonction des pourcentages du DPPH inhibés, ont été tracées a la fin de la
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réaction afin d'obtenir l'index 1C50. Ce paramétre est défini comme la concentration
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH initiale de 50 %
(Sharififar et al, 2007).

2.2.8.2. Détermination du temps d’équilibre TECS0 :
Le parametre TEC50 est defini comme le temps atteint & I'équilibre avec une concentration
d'antioxydant égale a IC50. Ce temps est calculé graphiquement.

2.2.8.3. Détermination de D’efficacité antiradicalaire EA :
Les deux facteurs IC50 et TE50 sont combinés afin d’obtenir le parametre d'efficacité anti-
radicalaire :

EA= 1/IC50xTEC50

2.2.8.4. Analyses statistiques :

Les méthodes classiques de statistiques ont été utilisées pour calculer les moyennes et les
écarts types. Toutes les mesures ont été reproduites trois fois, et les données sont présentées
sous forme de moyenne * écart type. Les analyses de la variance ont été réalisées par I’Anova
avec le logiciel « SPSS ». Une probabilité de p inférieur a 0,05 a été adoptée comme critére de
différences significatives.

2.2.9. Microorganismes utilisés :

Le choix des bactéries a été porté sur 16 souches fréquentes en pathologie humaine. Ces
espéces sont souvent responsables de (TIA) constituant ainsi un probleme majeur de santé
publique, et par leur résistance naturelle a divers agents antimicrobiens.

Les souches bactériennes sont : B. subtilus:BS, Entérobacter aérogenes : EA, Entérobacter
faecalis: EF, Escherichia coli: EC, klebsiell oxy: KO, Klebsiell pneumanae carbapinémase:
(KPC), Micrococcus luteus: ML, Proteus mirabilis: PM, Salmonella, Serratia, Shigella: S,
Staphylococcus aureus: SA, Acinetobacter sont des souches hospitalieres. Ces souches nous
ont été fournies aimablement par les responsables de laboratoire de Microbiologie de centre
hospitaliers Universitaires (CHU) Ibn Rochd d’Annaba, elles ont été procurées dans des tubes

stériles contenant 10 ml de gélose de conservation.
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2.2.9.1. Etude de Pactivité antibactérienne :

Test « in vitro »

Pour évaluer I’activité¢ antimicrobienne des HE, nous avons adopté la méthode de diffusion
sur milieu gélose en utilisant des disques stériles en cellulose : appelée aromatogramme. Le
principe de la méthode est tiré a partir du titrage des antibiotiques (Benjelali et al., 1986).

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide
dans une boite de Pétri, avec création d’un gradient de concentration aprés un certain temps
de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien sur la
cible est appréci¢ par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diametre
d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou
résistante (Figure n° 20).

Disque imprégné Croissance
d"HE microbienne

< >

IZDni Cl-ill_ll:'lblll'iﬁlfll
Figure n° 20 : Diffusion sur milieu gélosé (Ponce et al., 2003).

2.2.9.2. Protocole expérimental :

Couler aseptiquement le milieu de culture gélosé Mueller Hinton (M.H) en surfusion dans des
boites de Pétri a raison de 15 ml par boite. On laisse refroidir et solidifier sur la paillasse, 1mi
de chaque suspension de culture bactérienne de concentration d’environ (106 UFC/ml) est
préparé a partir d’une culture de 18 heures, et ensuite étalé a la surface du milieu gélos¢ M.H

a 1’aide d’un rateau.

2.2.9.3. Dépot de disques :

A T’aide d’une pince stérile, prélever un disque de cellulose stérile cellulose (disque de
référence : papier filtre MN 640w, MACHEREY-NAGEL Gmbh & co. KG Germany.
Diameétre : 6mm) et I’imbiber avec I’HE a tester en mettant seulement en contact le bout du
disque, celui-ci va absorber progressivement I’HE jusqu’a 1’imprégnation totale du disque
(5ul), puis déposer sur la gélose. Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a
température ambiante pendant 30 mn, puis mises a 1’étuve a la température de 37°C pendant
24 heures. Dans les boites de contrdle, les disques sont trempés dans de 1’eau distillée stérile.

L’expérience est répétée trois pour chaque HE et pour chaque espéce bactérienne.
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2.2.9.4. Lecture :
La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a

I’aide d’un pied a coulisse ou une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre
de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches
vis-a-vis des HE, (Ponce et al., 2003).

¢ Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.

e Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.

e Trés sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19 mm.

e Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm.
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RESULTATS ET DISCUSSION.
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1. Extraction (Expression des épicarpes de citrus, L’hydrodistillatiion des écorces de la
cannelle) :
Le tableau suivant indique les caractéristiques des HE (couleur, odeur, saveur, solubilité) chez

les trois espéeces étudiées.

Tableau n° 06 : Caractéristiques des HE chez les trois espéces.

N°éch | Couleur de HE Odeur Saveur Solubilité
01 Liquide Aromatique, Aromatique et | Liposoluble,
transparent, typique de citral amere miscible avec
Jaune péle ou d’autres
jaune verdatre solvants
02 Liquide Clair, Odeur et golt Brdlante, douce | Liposoluble,
Couleur jaunatre épicé et aromatique soluble dans
I’alcool et
dans l'acide
acétique
glacial
03 Liquide clair, Odeur agréable Piquante Liposoluble,
transparent thymol soluble dans 2
Incolore a brun volumes
rougeatre d'alcool 80%

Les essences obtenues sont des substances odorantes volatiles (Paris et Moyse, 1976),
(M <400 Daltons), dont la tension de vapeur sous pression atmosphérique et température
ambiante est suffisamment ¢élevée pour qu’elles se trouvent a I’état de vapeur dans
I’atmosphere et puissent, au contact de la muqueuse olfactive, provoquer un stimulus.
(Richard et Giampoali, 1992), peu soluble dans 1’eau, solubles dans 1’alcool et solvant
organique (Paris et Hurabielle, 1980).

Leur volatilité les oppose aux huiles fixes qui sont des lipides. Ces HE sont un mélange
de constituants plus ou moins nombreux, généralement liquides (Paris et Moyse, 1976).

Selon Naves aucune des définitions des huiles essentielles n’a le mérite de la clarté, ni
celui de la précision. La meilleure et la plus générale est peut étre la suivante : Les huiles
essentielles sont des mélanges de divers produits issus d’une espéce végétale, ces mélanges
passant avec une certaine proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans un courant de
vapeur d’eau. On peut étendre cette définition aux HE obtenues par expression a froid dans
des péricarpes ou zestes des fruits de Citrus a cause de I’importance du role de ’eau utilisée

dans les procédés mécaniques pour entrainer 1’essence.
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Un point trés important, ¢’est comme le souligne Naves, que du point de vue de la
physiologie végétale, I’huile essentielle, du moins dans le cas de I’hydrodistillation, ne
constitue pas un produit biologiquement défini : seuls le sont, et parfois par partie, certains

constituants (Garnero, 1991).

2. Dosage volumétrique :
L’analyse quantitative nous a permis d’obtenir :

- Citrus limon : 04ml qui représente 04g d’huile essentielle.

Le rendement, R=100.4/400=1,0%.
- Cinnamomum zeylanicum : 03ml qui représente 03g d’huile essentielle.
Le rendement, R=100.3/200=1,5%.
- Tymus numidicus :
» par entrainement a la vapeur d’eau : 0,8 ml qui représente 0,8g d’huile essentielle.
Le rendement, R=100. 1,6 /200=0,8%.
= par hydrodistilation : 1,1 ml qui représente 1,1g d’huile essentielle.
Le rendement, R=100. 2,2 /200=1,1%.

Nos résultats sont comparables a ceux de :
- Chez Citrus limon : D’apres les résultats cités dans la littérature scientifique, il est
bien évident que les agrumes renferment peu d’HE. Les résultats obtenus dans ce travail sont
presque similaires aux autres résultats cités. En effet, Jeannot et al., (2005) et Fuselli et al.,
(2008) ont observé des rendements allant de 0,7 a 0,9% pour I’HE de C. limonum Cependant,
Rega et al., (2003) ont rapporté que les rendements en HE chez les Citrus différent selon
I’espéce et contre toute attente ont signalé des rendements de 1 a 3%. Cette différence pourrait
étre expliquée selon Kelen et Tepe, (2008) par le choix de la période de récolte car elle est
primordiale en terme de rendement et qualit¢ de ’'HE. Le climat, la zone géographique, la
génétique de la plante, I’organe de la plante utilisé, le degré de fraicheur, la période de
séchage, la méthode d’extraction employée, etc. Ce sont des facteurs entre autres qui peuvent
avoir un impact direct sur les rendements en HE (Vekiari et al., 2002).
- Chez Cinnamomum zeylanicum: Mahmoudi, 1994: Les écorces de cannelle
contiennent 1 a 2% d’huile essentielle de densité supérieure a celle de 1’eau, jaune pale
fraichement distillée, dans ’essence en trouve : 70% d’aldéhyde cinnamique accompagné
d’un peu d’eugénol et de divers carbures terpéniques . D’autre part selon Khanfri, 2012 : les
résultats montrent que le rendement en huile essentielle obtenu par I'nydrodistillation varie

entre 1,2% et 1,5% avec une durée dépassant 5 heures.
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- Chez Tymus numidicus: Hadef, 2004: Les rendements en HE de Thymus numidicus
obtenu & partir du la matiére séche de la partie aérienne de la plante (région de Annaba en
Algérie) est de 1,10 %, riche en thymol et en carvacrol.

3. Densité :

La densité d’une HE constitue un critére trés important pour évaluer la qualité d’une HE dans
différents domaines de la vie (cosmétique, pharmacie, agroalimentaire, chimique, etc.,). Elle
peut facilement donner un apercu sur la naturalité du produit ainsi que les tentatives de
fraudes et d’altération.

Tableau n° 07 : Valeurs des densités des HE (moyennezécart type).

Plante Densité (trouvé) Densité
(AFNOR NF T. 75-
202)
Citron 0,855+0,005 0,850 & 0,870
Cannelle 1,050+0,005 1,045 4 1.063
Thym 0,900+0,005 0,894 40,930

D’aprés les résultats (Tableau n°07) des densités obtenues, on peut dire que les trois huiles
sont conformes aux normes internationales. Selon 1’ Association Frangaise de Normalisation.
D’autre part selon Ferhat et al., 2007 la densité de 1’huile essentielle du citron obtenu par

Expression est de: 0,856.
4. Indice de réfraction :
Les indices de réfraction ont été calculés et ramenés a 20°C a ’aide d’un réfractomeétre

d’Abbé, et sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau n° 08 : Valeurs des indices de réfraction a 20°C (moyennezécart type) des trois HE.

Plante Indice de réfraction (trouveé) Indice de réfraction
(AFNOR)
Citron 1,4700+0,005 1,474 a 1,475
Cannelle 1,6020+0,007 1,6020 a 1,6060
Thym 1,4830+0,003 1,4830a 1,5100

L’indice de réfraction c’est le rapport entre la célérité de la lumicre dans le vide et la celérité
de la lumiere dans le milieu consideéré. Ce rapport indique la capacité des HE a réfléchir la
lumicre. Les valeurs de I’indice de réfraction de nos échantillons correspondent aux normes

d’AFNOR. Elles indiquent leur faible réfraction a la lumieére.
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Selon Ferhat et al., 2007 I’Indice de réfraction de I’huile essentielle du citron obtenu par
Expression est de: +1,475.

5. Indice de fusion : selon Chemat et al 2007.

Tableau n° 09 : Valeurs des indices de fusion des trois HE.

Plante Indice d’ébullition Température Indice de fusion

(Température d’évaporation (littérature)

d’ébullition/ Téb) (trouvé)
(trouvé)
Citron 180 188 limonene 175.4
Cannelle 185 196 cuminaldehyde236

Thym 233 255 Thymol 233,

carvacrol 237.2

L’indice de fusion est généralement relevé directement sur les composés majoritaires de

huiles essentielles aprés séparation et non pas sur I’huile elle méme. Donc une séparation des

composants majoritaires de 1’huile est indispensable et indiquée pour bien déterminer cet

indice.
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6. Composition chimique :

Dans la recherche de méthodes alternatives de lutte antibactérienne, le regne végétal offre
beaucoup de possibilités. De nombreuses études se développent actuellement pour isoler et
identifier des composeés de plantes qui ont une activité antibactérienne, antioxydante,
antifongique et insecticide (Djenane et al., 2002 ; Bousbia, 2004 ; Bouzouita et al., 2008;
Djenane et al., 2011b). Les résultats de 1’analyse de la composition des huiles testées sont
obtenus par comparaison des données de la masse des spectres et des temps de rétention sont

résumés dans les Tableaux : 10, 11 et 12.

6.1. Composition chimique de ’HE du citron :

L’analyse qualitative et quantitative par (GC/SM) de I’essence a permis d’identifier 53
composés qui représentent un total de 99,986 % (Tableau 10). L’essence de Citrus limon est
constituée principalement de composes dont :

Limonene (61.647%), B.-Pinene (13.852%), vy.-terpinéne (9.959%) sont des composes
majoritaires, suivis par d’autre molecules a faible teneur comme : a.-pinéne (2.279%),
Myrcene (1.888%), a.-Citral (1.702%), B.-Citral (1.046) [.-Bisabolene (1.026%), totalisant
environ 93,399 %.

Nos résultats concernant le profil chimique de I’HE du Citrus limon concorde avec ceux
de (Vekiari et al., 2002) qui ont montré que les essences de citron sont caractérisées par la
concentration élevées de: B.-Pinene (21.2%), v.-terpinene (17.4%), a.-pinéne (9.8%)

D’autre part des études réalisées également en Algérie ont donné des résultats presque
identique ; Par Hellal , 2011: Limonene (51.39%), B.-Pinene (17.04%), y.-terpinéne (13.46%),
a.-pinéne (3.07%).

Plusieurs investigations de Moufida et Merzouk, 2003, Belleti et al.,, 2004,
Rehman et al., 2004, ont démontré que généralement les essences du citron sont constituées
principalement de composés monoterpéniques (97%). Alors que les autres composés comme
les alcools, les aldéhides, les esters ne sont représentés qu’avec des teneurs faible allant de
(1.8% a 2.2%).

En étudiant la composition chimique des essences du citron, Nogata et al., 2006 ont
conclu qu’en plus des monoterpéne, ces essences renferment des acides gras en quantités
assez faibles (0.8%). L’acide linolinique est 1’acide gras principal de C. sinensis; 1’acide
linolique est retrouve dans C. limonum et I’acide oléique dans C. aurantium. Les flavonoides
se retrouvent dans les essences de citrus et composent la partie non volatile des huiles et ils

sont utiles dans la différentiation entre les especes d’agrumes.
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Selon Senator et al., 2002, les variations rencontrées dans la composition chimique de
I’essence du citron, du point de vue qualitative et quantitative, peuvent dépondre de 1’'un ou de
la combinaison des facteurs: le patrimoine génétique, 1’age, I’environnement de la plante et la
présence de chimiotypes. En effet, (Wolford et al., 1971; Shaw, 1979; Boelens, 1991,
Smith et al., 2001) ont distingué que les HE de C. limonum pourraient étre de chimiotypes
B-pinéne, limoneéne, linalol, acétate de linalyle, citral, et citronellal ; C. aurantium de
chimiotypes limonéne, linalol, decanal, et C. sinensis de chimiotypes D-limonene, géraniol,
linalol, citral, citronellal, terpinéol et décanal. 1l faut noter aussi que selon Minh et al., (2002),
la maturité du fruit a un impact important sur la composition chimique de I’huile essentielle.
Ainsi, les terpénes sont exclusivement présents dans I’HE du fruit non miir, a8 mesure que le
fruit murisse les concentrations en aldéhydes, les terpénes oxygenés et sesquiterpenes

aliphatiques augmentent.
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Tableau n° 10 : Composition chimique de I’huile essentielle du citron.

N Composé Tempsde | (m/m) N Composé Tempsde | (m/m)
rétention % rétention %
1 | 5-Methylisothiazole 5.453 0.011 34 | Trans- .a.-ocimene 42.751 0.055
2 | a.-Fellandrene 9.818 0.557 35 | (-)-Caryophyllene 42.945 0.370
3 | a.-Pinene 10.241 2.279 36 | Bergamotene 44.076 0.728
4 | Terpinolen 11.045 0.086 37 | Alpha-Humulene 45.040 0.025
5 | B.-Pinene 13.091 13.852 | 38 | B.-Farnesene 45.415 0.041
6 | Myrcene 13.856 1.888 39 | Epi-.p.-Santalene 45.498 0.001
7 | Origanene 14.616 0.099 40 | I-Caryophyllene 47.018 0.037
8 | a.-Terpinene 15.474 0.094 41 | Val encen 47.491 0.056
9 | Limonene 17.422 61.647 | 42 | Bicyclogermacrene 47.710 0.096
10 | Cis-Ocimene 17.496 0.066 43 | o.-Caryophyllene 48.197 0.084
11 | Trans -Ocimene 17.978 0.114 44 | B.-Bisabolene 48.606 1.026
12 | y.-Terpinen 18.923 9.959 45 | o.-Caryophyllene 50.531 0.012
13 | Trans-Sabinenehydrate 19.283 0.113 46 | Germacrene 52.426 0.015
14 | Terpilene 20.579 0.530 47 | a.-Santalene 54.579 0.017
15 | Cissabinenehydrate 21.344 0.100 48 | Pyrazolo(3-4)Cyclohexane 56.981 0.018
16 | p-Mentha-1,4(8)-diene 21.597 0.170 49 | I-.p.-Bisabolene 57.790 0.038
17 | n-Nonanal 21.773 0.119 50 | Anymol Levomenol 58.662 0.054
18 | d-Camphor 24.404 0.016 51 | Citroptene 73.520 0.142
19 | Rhodinal 25.217 0.127 52 | Xanthotoxol 94.464 0.096
20 | Camphol 26.153 0.020 53 | Isoalloalant olactone 100.807 0.031
21 | 4-Carvomenthenol 26.874 0.037
22 | a.-Terpineol 27.960 0.411
23 | Decaldehyde 28.934 0.045
24 | Nerol 30.674 0.130
25 | B.-Citral 31.511 1.046
26 | Cis-Geraniol 32.559 0.127
27 | o.-Citral 33.645 1.702
28 | n-Tetradecanal 35.891 0.029
29 | Antioxine 36.632 0.466
30 | Citronellol acetate 38.951 0.049
31 | Neryl Acetate 39.759 0.788
32 | Geraniol acetate 40.972 0.366
33 | n-Cetane 41.854 0.017
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Figure n°® 21 : Profil chromatographique de L’HE du C. limonum analysée par CG/SM.
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6.2. Composition chimique de I’HE de la cannelle :

L’analyse qualitative et quantitative par (CG/SM) de I’HE a permis d’identifier 60 composés
qui représentent un total de 99.938 % (Tableau 11). L’essence de Cinnamomum zeylanicum
est constituée principalement de :

Cinnamic aldehyde (81.529%), Eugénol (2.915%), p-Cineole (2.914%), Camphene (2.124%),
a-pipene (1.482%), Hydrocinnamic aldehyde (1.218%), o-Terpineol (1.041%). totalisant
environ 93.223%.

Les premiéres recherches sur la composition de I'huile essentielle de I'écorce de la
cannelle de Ceylan ont été réalisées par Blanchet en 1833. Quelques temps aprés, Dumas et
Peligot (1834 et 1835) indiquent que le principal constituant de cette essence est le
"Cinnamaldéhyde" ou "Aldéhyde cinnamique™ (Guenther, 1977) et (Vernon et Richard, 1976).
D'autres composés furent identifiés en 1892 et 1902 par les chimistes de la société Schimmel,
en particulier, Walbaum et Huthing, notent que la teneur en eugénol dans I'huile essentielle
des feuilles est plus importante que celle de I'écorce (Guenther, 1977), ils mirent en évidence
plusieurs composés par préparation de dérivés chimiques (réactions chimiques)
(Vernon et Richard, 1976).

D’autre part Valnet, 1990, a déterminé que [’écorce de Cannellier de Ceylan
(Cinnamomum zeylanicum) est tres riche en huile essentielle, en 1-pinéne, en cinéol, en
phellandréne, en furfurol, en cyméne, en linalol, en sucre, en mucilage, en tanin, en amidon,
en mannite... L’huile essentielle d’écorce est elle-méme composée de 65 a 75 % d’aldéhyde
cinnamique, de 4 a 10 % d’eugénol, de carbures et d’alcools terpéniques (http://www.uni-
graz.at).

Selon Wright ,1995 la Composition chimique approximative de I'huile essentielle de
I'écorce de cannelle est: Cinnamaldéhyde (forme trans) (76%), Eugénol (4%), Cinnamyl
acetate (5%), I-linalol (2%), B-caryophyllene (3%), o-terpineol (0.7%), Coumarine (0.7%),
1,8-cineole (0.6%), Terpinene 4-ol (0.4%).

Nos résultats concernant le profil chimique de I’'HE du Cinnamomum zeylanicum
concordent avec ceux de (Khanfri, 2012) (Site n° 05) qui ont montré que I’HE de la cannelle
analysé par GC-MS a révélé la présence de 37 composants dominants, sont caractérisés par la
concentration élevées de : E-aldéhyde cinnamique (63,23%), camphéne (19,74%), a-pinéne
(14,53%) et 1,8-cinéol (6,52%).
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Tableau n° 11 : Composition chimique de I’huile essentielle de la cannelle.

N Composé Tempsde | (m/m) N Composé Tempsde | (m/m)
rétention % rétention %

1 | Cyclopropylmethanol 4.854 0.007 34 | Trans-2-Decenal 32.843 0.006
2 | Styrene 7.997 0.051 35 | Cinnamic aldehyde 36.418 81.529
3 | Pinene 9.531 0.017 36 | 3-Phenylpropenal 36.930 0.039
4 | Bicyclo[3.1.0]hexane 9.814 0.038 37 | Styrone 37.061 0.092
5 | a.-Pipene 10.252 1.482 38 | Linarodin 37.344 0.099
6 | Camphene 11.061 0.741 39 | 3-Phenylacrolein 38.781 0.013
7 | Benzaldehyde 11.860 0.537 40 | o.-Copaene 40.408 0.184
8 | Pseu dopinene 12.766 0.516 41 | Bergamotene 42.888 0.021
9 | B.-Pinene 13.745 0.017 42 | B.-Caryophyllen 43.083 0.084
10 | Cymene 15.982 0.159 43 | Cumarine 44.837 0.569
11 | p-Cineole 16.513 2.914 44 | Camphéne 45.300 2.124
12 | Salicylal 17.326 0.035 45 | Eugénol 45.494 2.915
13 | B.- Ocimene 17.672 0.010 46 | o.-Longipinene 46.644 0.016
14 | delta.-3-carene 18.335 0.073 47 | a.-MuuroleneBenzyl 48.072 0.035
15 | Hypnone 18.978 0.024 48 | Benzyl phthalate 48.768 0.032
16 | a.-Terpinen 20.410 0.038 49 | Delta-Cadinene 49.441 0.100
17 | Terpinolene 21.526 0.211 50 | 3-Ethylquinoline 50.620 0.013
18 | Fenchyl alcohol 22.427 0.029 51 | a.-Calacorene 52.719 0.009
19 | 3-Chromene 24.346 0.076 52 | Caryophyllene oxide 52.919 0.106
20 | Linalol 24.741 0.044 53 | Anthracenedimethanol 53.138 0.009
21 | Isoborneol 25.477 0.018 54 | Naphthalene 55.506 0.101
22 | Hydrocinnamic aldehyde 26.066 1.218 55 | Cedreanol, (-)- 56.310 0.076
23 | 2-Bornanol (CAS) 26.275 0.474 56 | Delta-Cadinene 56.548 0.025
24 | 1,2-Chromene 26.607 0.160 57 | B.-Gurjunene 56.992 0.025
25 | 4-Carvomenthenol 26.996 0.773 58 | Hydroxycarbostyril 57.333 0.022
26 | p-Cymen-8-ol 27.791 0.009 59 | 4-Phenox yacetophenone 58.025 0.023
27 | (-)-.o.-Terpineol 28.088 1.041 60 | Bisoflex 81 97.330 0.060
28 | Estragol 28.414 0.022

29 | Cinnamal 29.949 0.705

30 | Allylbenzol 31.108 0.007

31 | p-Isopropylben zaldehyde 31.240 0.072

32 | Phenylsulfonyl 31.357 0.006

33 | I-Carvone 31.537 0.147
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Figure n°® 22 : Profil chromatographique de L’HE de Cinnamomum zeylanicum analysée par

CG/SM.
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6.3. Composition chimique de ’HE du thym :

L’analyse qualitative et quantitative par (GC/SM) de I’HE a permis d’identifier 65 composés
qui representent un total de 95.70% (Tableau 12). L’essence de Thymus numidicus est
constituee principalement de :carvacrol (27.388%), thymol (22.476%), p- cymene (9.411%),
delta.3-Carene (8.424%), B-Pinéne (5.971%), a-terpinoléne (5.808%) ,Limonene (1.917%) ,a-
pinéne (1.743%), B-Cubebene (1.651%), a-Copaene (1.385%), a-terpinene (1.353%), o-
thujen (1.166%), totalisant environ 88,693 %.

Des études reéalisees également en Algerie ont donné des résultats différents avec la
dominance du thymol au lieu du carvacrol ;

Par Hadef, (2004) pour la région de Annaba : thymol (60,80 %), p- cymene (10.32%), linlol
(8%), y-terpinene (7.60%) et le carvacrol (5,07 %).

Par Saidj et al., (2009): thymol (51.0 %) carvacrol (9.4 %), linalool (3.3 %), thymolmethyl-
ether (3.2 %) et le iso-caryophyllene (2.7 %).

Par Kabouche et al.,(2004) pour la région de constantine: thymol (68.2%), carvacrol (16.9%),
linalool (11.5%), p-Cymene (01.0%).

Cette grande diversité et variabilité de la composition chimique des HE de thym est tres
connue .Plusieurs facteurs sont responsables de cette variabilité et dont les plus importants
sont le climat, le sol, la période de récolte et la méthode de conservation et d’extraction. Les
facteurs génétiques et le cycle végétatif prennent part également a cette diversité chimique des
huiles volatiles du tymus numidicus.

Selaon Pibiri, 2006 en aromathérapie, I’utilisation de la CPG est indispensable pour
différencier dans une méme espece les variations chimiques induites par différents facteurs
qui ont une influence sur la biosynthese végétale, tels que I'ensoleillement, l'altitude, la nature
et la composition du sol. lls permettent de définir le CHEMOTYPE ou race chimique de
I’espéce concernée. En effet, 1'observation d'un massif de Thym et la connaissance de son
origine ne suffisent pas a caractériser son huile essentielle.

Par exemple, une huile essentielle de Thymus vulgaris peut étre a chémotype thymol, linalol,
thuyanol, géraniol (Figure n° 23). Botaniquement, il s'agit de la méme plante de la famille
des Lamiacées (ou Labiées).

Cette notion de chémotypes est fondamentale en aromathérapie car les indications
thérapeutiques qui découlent de ces divers éléments chimiques spécifiques peuvent étre trés

différentes.
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Figure n° 23 : lllustration simplifiée de chromatographies en phase
gazeuse de 4 chémotypes différents de Thym (Site n° 06).
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Tableau n° 12 : Composition chimique de I’huile essentielle de Thymus numidicus.

No. Compounds Retention time (min) %
1. a-Thujen 9.862 1.166
2. a-Pinene 10.266 1.743
3. Nopinene 12.765 0.303
4. 1-octen-3-ol 13.408 0.272
5. 3-Hydroxy-1-octene 13.53 0.427
6. B-Pinene 14.081 5.971
7. a -phellandrene 14.641 0.272
8. a-Terpinene 15.518 1.353
9. p- Cymene 16.385 9411
10. | a-Terpinolene 16.551 1.917
11. | A.3-Carene 18.806 8.424
12. | Sabinene hydrate 19.211 0.358
13. | a-Terpinolene 22.051 5.808
14. | 4-Terpinenol 26.908 0.206
15. Dihydrocarvone 31.161 0.229
16. | Thymol 36.676 22.476
17. | Carvacrol 37.879 27.388
18. | N-N-butylpyrrole 41.026 0.528
19. | I-Caryophyllene 43.136 0.575
20. | Germacrene-d 43.725 0.278
21. | Gamma-muurolen 46.751 0.674
22. | p-Cubebene 47.048 1.651
23. | Copaen 47.764 0.433
24. | 2-isopropyl-5-metylphenol 48.105 0.204
25. | a-Amorphene 48.948 0.496
26. | a-Copaene 49.576 1.385
27. | a-Caryophyllene 50.663 0.441
28. d.-Cadinene, (+)- 56.255 0.194
29. Muurolol 56.996 0.274
30. Dicryl 80.395 0.351
31. | (E)-p-farnesene 80.663 0.495

Total 95.70
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Figure n°® 24 : Profil chromatographique de L’HE de Thymus numidicus analysée par

CG/SM.
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7.FTRI :

L’étude compléte et détaillée d’un spectre est une opération rarement pratiquée dans
I’interprétation courante a cause de la complexité de 1’analyse. Celle-ci se limite donc souvent
a I’identification des groupes fonctionnels par 1’entremise de 1’emplacement des différentes

bandes sur le spectre.

Les spectres des composants majoritaires ainsi que celui des trois huiles essentielles pures
comportent plusieurs similarités, ce que 1’on peut constater aussi, c’est que certains des
spectres ont des ressemblances, certaines bandes représentant les groupes fonctionnels sont

trés similaires.
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Huile essentielle du citron 03.sp / Spectrum.lst Euclidean Search Hit List
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Figure n° 25 : FTRI de I’huile essentielle du citron.
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Figure n°® 26 : FTRI de I’huile essentielle du citron comparée a la bibliographie.
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Figure n° 27 : FTRI de I’huile essentielle de la cannelle.
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Figure n° 28 : FTRI de I’huile essentielle de la cannelle comparée a la bibliographie.

126



1

%T

00,4 _

98
9
94
92
20
88
86
84
82
80 |
78
76
74
72

70

68

67,3

thym 04 .sp / Spectrum.Ist  Euclidean Search Hit List

0.847 CF3464 THYME OLL

0.816 CF1723 CARVACROL

0.596 DL1177 THYMOL IN KBr

0.570 CF0637 TETRAETHYLENE GLY COL

0.570 CF1286 p-CY MENE

0.507 CF3115 2,5-DIMETHYLBENZY L ALCOHOL

0.501 CF3124 p-ISOPROPY LBENZY L ALCOHOL

0.501 OL1336 PLASKON MELAMINE COATING RESIN NO. 3382
0.478 CF3288 4-ETHY LAMPHETAMINE

0.461 CF3397 HEXAMNE

23524 19916

30246

3386,8

1619,

1587,7 i

1516,4

1 0,7 1506,0 138

2007,3

1457,

2960,1 ‘

1420,3

1362,6 111b3,

1289,

12547 111155

1228,9

1175,6

1088,7

864,9

994,2

944,8

738,

718)8

696,6

4000,0 3000 2000 1500

cm-1

thym 04 .sp - 05/06/2013

1000
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Figure n° 30 : FTRI de I’huile essentielle du thym comparée a la bibliographie.
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Et voici les liens que nous analyserons sur les graphiques de la spectroscopie IR.
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Figure n° 31 : graphiques de la spectroscopie IR.

7.1. Citron:

Voici les liens présents dans la molécule de limonéne (Figure n° 31):

Tableau N° 13 : liens présents dans la molécule de limonéne.

Liens présents | Fréguence théorique | Présence de la bande
dans la limonene de la bande dans le spectre
(cm™)
C-H (alcéne) 3100-3000 Oui
C-H 3150-3050 Oui
(aromatique)
C=C 1600-1680 Oui

le spectre de la limonéne ainsi que celui de I’huile essentielle pure comportaient
plusieurs similarités (Figure n° 25 et 26). Malheureusement, aucune « empreinte digitale » de
I’huile extraite ne coincidait avec celle de I’huile essentielle pure ou de la limonéne.
Parmi les dix composés révélés par ’FTRI: (1). (-)-limonene, 92%, (2). (+)-limonene, 97%,
(3). valencia orange oil, (4). Isoprene, (5). Isoprene, (6). (-)-carveol, (7). patchouli oil, (8). oil
of turpentine, (9). styrene/isoprene copolymer, (10). alpha-caryophyllene, 60%, on trouve un

composé qui est en commun entre cette derniére et la CG/SM: Limonene
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7.2. Cannelle :

Parmi les dix composés révélés par FTRI: (1). Trans-cinnamaldehyde, (2). Cassia oil, (3).
N-formylmethamphetamine, (4). Isophorone (97%), (5). N-butyl nitrite, (6).
2,5-dimethoxycinnamaldehyde, (7). N,n-diethylformamide (99%), (8). Citral in kbr, (9).
N,n-diethylformamide, (10). Isobutyl nitrite. On trouve un composé qui est en commun entre
cette derniére et la CG/SM: Cinnamic aldehyde (Figure n° 27 et 28).

7.3. Thym :

Parmi les dix composés révélés par I’FTRI : (1).thyme oil, (2).carvacrol, (3).thymol in kbr,
(4).tetraethylene glycol, (5).p-cymene, (6).2,5-dimethylbenzyl alcohol, (7).p-isopropylbenzyl
alcohol, (8).plaskon melamine coating resin no. 3382, (9).4-ethylamphetamine,
(10).hexamine. On trouve trois composeés sont commun entre cette FTRI et la CG/SM : le

thymol, le carvacrol et le p-cymene (Figure n° 29 et 30).
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8. Activité antioxydante :
8.1. Cinétique de la réaction :
La cinétique de réduction du radical libre DPPH obtenue pour chaque concentration de 1’acide

ascorbique et des huiles essentielles est indiquée dans les Figures 32, 33, 34 et 35.
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(a) acide ascorbique.

Figure n°® 32 : Cinétique de réduction du DPPH par I'acide ascorbique.
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Figure n° 33 : Cinétique de réduction du DPPH par I’huile essentielle du citron.
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Figure n°® 34 : Cinétique de réduction du DPPH par I’huile essentielle de la cannelle.
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Figure n° 35 : Cinétique de réduction du DPPH par I'huile essentielle du thym.

Pour les deux composés examinés (acide ascorbique et huile essentielle), la réaction est
biphasée, avec un affaiblissement rapide dans I'absorbance dans les premieres minutes, suivie
d'une étape plus lente, jusqu'a ce que I'équilibre soit atteint ; alors on distingue deux zones :
une zone a forte cinétique de piégeage du radical observée au bout des cing premiéres minutes
pour 1’acide ascorbique pour toutes les concentrations, et au bout de 10 minutes pour la
concentration 1000 pg/ml.

Cette zone est observée au bout des 15 premieres minutes pour I’huile essentielle; une
deuxiéme zone a faible cinétique de piégeage du radical DPPH ou zone de tendance vers
I’équilibre constatée apres les 5 minutes pour toutes les concentrations de 1’acide ascorbique,
exceptée la concentration 1000 pg/ml. Pour I’huile essentielle, cette zone est constatée apres
les et 15 minutes.

Lorsqu’on effectue la réaction entre le DPPH et I’acide ascorbique donne use d’hydrogene, on
constate que la réaction atteint un équilibre au bout d’un temps court par rapport au "huiles

essentielles.
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L’activité antioxydante est tributaire de la mobilit¢ de I’atome d’hydrogéne du groupement
hydroxyle des composés phénoliques de I’huile essentielle. En présence d’un radical libre
DPPH, I’atome H est transféré sur ce dernier alors transformé en une molécule stable DPPH,
ceci provoque une diminution de la concentration du radical libre et ¢galement 1’absorbance
au cours du temps de réaction jusqu’a 1’épuisement de la capacité¢ d’antioxydant donneur
d’hydrogéne.

Les résultats obtenus lors du test de mesure de pourcentage d’inhibition du radical DPPH sont
enregistrés dans la Figure n° 36. Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec 1’augmentation de la concentration que ce Soit pour 1’acide ascorbique ou pour
les huiles essentielles.

On remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour les huiles essentielles est

inférieur a celui de 1’acide ascorbique pour toutes les concentrations utilisées.
Pour une concentration de 1000 pg/ml, I’huile essentielle a révélé un pourcentage d’inhibition
de = (28,16+0,091) % pour le citron, (4, 3 £ 0,112) % pour la cannelle et (44,9310 ,157) %

pour le thym tandis que 1’acide ascorbique est inhibée avec (94,81+0 ,286) % de DPPH.

Tableau n° 14 : Pourcentage d’inhibition pour 1’acide ascorbique, et les huiles essentielles du

citron, de la cannelle et du thym.

Concentrations HE du HE du HE de Acide
(ng/ ml) C. limon T. numidicus Cinnamomum ascorbique
zeylanicum
200 15,01+0,043 18,77+0 ,067 02,65+0,009 26,2040 ,077
400 15,64+0 ,047 22,7840 ,075 03,67+0,011 32,65+0,098
600 17,5240 ,051 26,1640 ,088 03,80+0,013 51,8940 ,155
800 25,65+0 ,083 31,16+0 ,107 03,92+0,011 72,15+0 ,218
1000 28,1640 ,091 44,93+0 ,157 04,92+0,014 94,8140 ,286
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Figure n°36 : Pourcentage d’inhibition pour I’acide ascorbique, et les huiles essentielles du
citron, de la cannelle et du thym.

3.8.2. Détermination d’1C50 :

L’IC50 est inversement lié¢ a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %.
Plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité¢ antioxydante d'un composé est grande, un

exemple de calcul est schématisé dans la Figure n° 37.

m A. ASCORBIQUE m CITRON THYM CANNELLE

11,627
e ' - 1,112 '
A. ASCORBIQUE CITRON THYM CANNELLE

Figure n° 37 : Détermination d’IC50.
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8.3. Détermination de TC50 :

On a choisi I'état d'équilibre comme période de mesure ou il s'avere que la réaction ne
progresse pas plus loin. Le temps a I'état d'équilibre dépend de la réactivité des antioxydants
et des concentrations utilisées. On constate que la I’acide ascorbique réagit d'une facon plus
rapide avec DPPH. Le TEC50 pour I’HE ¢étudiée est de 15+1 min, alors que 1’acide
ascorbique a besoin seulement de 5+0,66 minutes pour diminuer la concentration du radical
libre de 50 %.

Il semble que I’huile essentielle de Thymus numidicus a une activité antioxydante mais elle est
moins efficace que celle de I’acide ascorbique. Il semble aussi que cette activité est liée a la
présence des composés phénoliques dans 1’huile essentielle. Le role principal des composés
comme réducteurs des radicaux libres. Le thymol qui est un composé majoritaire de notre
huile essentielle avec une concentration de (22.476%) posséde une forte activité antioxydante.
Ce n’est pas uniquement les composés majoritaires des HE qui sont responsables de cette
activité antioxydante, mais il peut y avoir aussi d’autres composés minoritaires qui peuvent
interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systéme efficace vis-a-vis des

radicaux libres, (Lu et al., 2001), (Sing et al., 2006).

9. Activité antibactérienne « in vitro » :
9.1. Aromatogramme :
Les observations effectuées sur ’effet des H.Es sur la croissance des souches bactériennes

testées: sont représentées dans les Figures: 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53 et les tableau 15 et 16.
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Essai avec ’H.Es:

Figures 38 : Inhibition obtenu pour KPC+  Figures 39 : Inhibition obtenu pour Sa S 178

Figures 40 : Inhibition obtenu pour Figures 41 : Inhibition obtenu pour
P miabilis S 120 Shigella S 241
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Figures 42 : Inhibition obtenu pour SCN 128 Figures 43 : Inhibition obtenu pour KPC -

Figures 44 : Inhibition obtenu pour Serratia Figures 45 : Inhibition obtenu pour SFL S 156
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Figures 46 : Inhibition obtenu pour K.oxy S113 Figures 47 : Inhibition obtenu pour
SaATTC 23

Figures 48 : Inhibition obtenu pour Ef S 154  Figures 49 : Inhibition obtenu pour AC S239
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Figures 50 : Inhibition obtenu pour CF S 208 Figures 51 : Inhibition obtenu pour Ea S 214

Figures 52 : Inhibition obtenu pour Ef ATTC 29 Figures 53 : Inhibition obtenu pour
Salmo S 226
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Tableau n° 15 : Halos d’inhibition en (mm) provoqués par I’HE.

@ halo d’inhibition HE du citron HE de la cannelle HE du thym
KPC+ >6 22 16.8
KPC - >6 20 61.8
SFL S 156 >6 22.1 334
Salmo S 226 >6 25.4 36
AC S239 >6 23.2 46
SCN 128 10.5 41.6 27.4
P miabilis S 120 >6 21 70
Shigella S 241 7 38 70.6
CF S 208 >6 76 32.6
Serratia >6 22.3 21.8
Sa ATTC 23 >6 18.2 96
SaS 178 >6 21.5 45.6
Ef S 154 25.4 42.8 70
Ef ATTC 29 >6 43 55.8
K.oxy S113 20 57 82
Ea S 214 >6 21.7 27

Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone

d’inhibition.
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Tableau n° 16 : Sensibilité provoquée par I’'HE.

Sensibilité HE du citron HE de la cannelle HE du thym
KPC+ Non sensible Extrémement sensible Treés sensible
KPC - Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
SFL S 156 Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
Salmo S 226 Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
AC S239 Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
SCN 128 Sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
P miabilis S 120 Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
Shigella S 241 Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
CF S 208 Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
Serratia Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
Sa ATTC 23 Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
SaS 178 Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
Ef S 154 Extrémement sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
Ef ATTC 29 Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
K.oxy S113 Extrémement sensible Extrémement sensible Extrémement sensible
Ea S 214 Non sensible Extrémement sensible Extrémement sensible

Les résultats ci-dessus concernant 1’activité antimicrobienne « in Vvitro » obtenue a 1’aide de la
méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme) montrent que 1’activité antibactérienne des

HE testées est en fonction de la bactérie cible.

9.1.1. Citron :

Il s’est avéré qu’aucune zone d’inhibition autour des disques n’a ¢té observée vis-a-vis des 13
souches (Figures: 38, 39, 40, 41, 43, 44, 45, 47, 49, 50, 51, 52, 53). Ces bactéries possédent
un potentiel de résistance trés élevé contre 1’action antibactérienne de H.E de Citrus. Il est a
noter que I’activité antimicrobienne la plus élevée a été enregistrée avec I’HE de C. limonum
avec une valeur moyenne de 1’auréole d’inhibition de 25,40 mm.

D’apres Kalemba et Kunicka, (2003), la sensibilit¢ d’un microorganisme aux HE
dépend des propriétés de I’HE et le microorganisme lui-méme. Il est bien connu que les
bactéries a Gram (+) sont plus sensibles aux HE que les bactéries a Gram (-). Plusieurs études
testant inhibitrice des
Cimanga et al., 2002 ; Burt, 2004b; Bekhechi et al., 2008).

Selon (Poole, 2001 ; Burt, 2004a ; Busatta et al., 2008), la grande résistance des

I’activité HE confirment ce phénoméne (Poole, 2001 ;

bactéries a Gram (-) aux HE est liée en partie a la complexité de I’enveloppe cellulaire de ces
microorganismes qui contient une double membrane, contrairement a la structure

membranaire simple des bactéries a Gram (+).
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A l’inverse, Celikel et Kavas, (2008) ont souligné, que I’action des HE volatiles a peu
d’influence sur I’inhibition de la croissance des bactéries a Gram (-) et Gram (+). Cependant,
quelques HE semblent étre plus spécifiques, et exercent une importante activité inhibitrice
contre les bactéries a Gram (+) plus importante que sur Gram (-). Les mécanismes d’action
des HE et leur sélectivité envers certaines bactéries restent jusqu’a présent mal ¢lucidés.

I est & noter aussi, qu’aucune corrélation significative n’a été observée entre la teneur
des composants chimiques et 1’activité antibactérienne de I’HE du Citrus testées pour 13
souches. En effet, le limonene constitue le composant majoritaire de I’HE (61.647%) a
démontré une efficacité antimicrobienne inférieure. D’apres ces observations, il est évident
que le limonéne n’a exercé aucune influence sur le potentiel antibactérien de H.E testées.

Nos observations rejoignent celles qui ont éte faites par Inouye et al., (2001), que les
HE contenant du phénol ou de I’alcool comme composés majoritaires étaient plus actives, que
celles contenant le limonéne (hydrocarbure monoterpenique) comme composé majoritaire.
Ces mémes observations ont été également partagées par Dorman et Deans, (2000), qui ont
montré que les hydrocarbures monoterpéniques, abondants dans les HE de Citrus contenant le
limonéne comme constituant principal est faiblement inhibiteur contre une panoplie de
microorganismes.

Et selon Delaquis et al., (2002) ont estimé que I’activité antimicrobienne de certaines
HE pourrait étre attribuée a la présence des composés mineurs présents a de faibles taux non
négligeables tels que: le nérol, le néral, bornéol, linanol, cinnamaldehyde, carvacrol, géraniol,
myrténal et eugénol connus pour exhiber une activité antibactérienne impliquées dans les
phénomenes de synergie entre les différents constituants qui peuvent étre a 1’origine d’une
activité antimicrobienne beaucoup plus prononcée que celle prévisible par les composés

majoritaires.

9.1.2. Cannelle :

Selon Khanfri, 2012 (Site n° 05) : L’étude microbiologique de I'huile essentielle de Cannelle
pure avec la technique de dilution en milieu solide (gélose) porte sur la détermination des
concentrations minimales inhibitrices, bactéricide et fongicide (CMI, CMB, CMF) sur la
croissance des levures et les bactéries. L'ensemble des résultats microbiologiques obtenus au
cours de cette étude, montre que tous les produits testés possedent une activité antibactérienne
et antifongique trés importante, dans laquelle certaines souches semblent se distinguer par une
sensibilité tres élevée (Figures: 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53).
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La cinnamaldéhyde ferait également partie des composés procurant a la cannelle des
propriétés antimicrobiennes (Lai et Roy, 2004)

En effet, depuis des lustres, des épices comme la cannelle sont utilisées pour prolonger la
conservation des aliments. Des études sur des extraits de cannelle démontrent aujourd’hui
qu’elle peut aider a diminuer la multiplication de plusieurs micro-organismes

(Lai et Roy, 2004). (Nielsen et Rios, 2000).

9.1.3. Thym:

Une trés extréme sensibilité a été observée vis-a-vis des 16 souches étudiées (Figures: 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53), L’activité antibactérienne de HE de
thym a été démontrée dans plusieurs recherches, Bhaskara et al., (1998),
Cosentino et al., (1999), Cruz et al., (1989), Daferera, (2000), Karaman, (2001), Kulevanova
et Panovska, (2002), Marino et al ., (1999).

L’importante bioactivit¢ de cette essence est en relation avec sa teneur en thymol
(22.476%). En effet, plusieurs auteurs Gergis et al., (1990), Panizzi et al., (1993), Pellecuer
et al., (1980), Satrani et al., (2008), Sivropoulou et al., (1996), Trombetta et al., (2002), ont
montré que les HE riches en dérivés phénoliques (carvacrol et thymol) possedent une forte
activité antimicrobienne. Effectivement, les HE de Thymus bleicherianus et de Thymus
ciliatus, riches en thymol (respectivement 24 et 44,2 %), ont exercé une forte activité
antimicrobienne Amarti et al. (2008),Amarti et al., (2010), ElI Ajjouri et al., (2008),
El Ajjouri et al., (2010). Dorman et Deans ont montré que le thymol est le composé qui
posséde le plus large spectre d’activité antibactérienne contre 25 genres de bactéries testées.
Lambert et al., (2001) et Juven et al.,(1994) ont expliqué ce phénoméne par le fait que le
thymol se lie aux protéines membranaires et fait augmenter la perméabilité de la membrane
cellulaire bactérienne. D’autres travaux ont suggeéré aussi que ce composé volatile est
responsable de D’inactivation d’enzymes, y compris ceux impliqués dans la production
d’énergie et la synthése des constituants de structure Juven et al., (1994).

Les principaux composants actifs des HE contre les agents pathogénes d’origine
alimentaire contiennent généralement 1% des composés phénoliques tels que le carvacrol,
I’eugénol, et le thymol (Dorman et Deans, 2000 ;  Lambert et al., 2001) ; le citral
1,8-cinéole et le linalol (Cristiani et al., 2007). Les propriétés antibactériennes de ces
composés sont en partie liées a leurs caractéres lipophiles menant a ’accumulation au niveau
des parois bactériennes, perturbant ainsi le fonctionnement et la perméabilité des membranes

cellulaires ; dégradation de la paroi cellulaire (Helander et al., 1998), dommages de la
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membranecytoplasmique (Knobloch et al.,1989 ; Ultee et al., 2002), dommages des protéines
membranaires (Juven et al., 1994 ; Ultee et al., 1999), fuites du contenu des cellules
(Oosterhaven et al., 1995 ; Lambert et al., 2001), coagulation du cytoplasme et I’épuisement
de force motrice des protons (Ultee et Smid, 2001).

Cependant la comparaison de ’efficacité des HE a travers les différentes publications
reste difficile a réaliser, et cette difficulté réside au niveau des différents paramétres externes
incontrélables : comme la composition chimique des HE qui varie selon les conditions
environnementales de la plante, méme au sein d’une méme espeéce. Donc les activités
antimicrobiennes d’une HE peuvent changer par sa composition chimique, par les génotypes,
jusqu’aux méthodes employées pour évaluer I’activité antimicrobienne (la technique de
diffusion par disque sur agar ou par méthode de dilution) les résultats obtenus par chacune de
ces deux méthodes peuvent étre différents ; selon le choix et conditions physiologiques des
microorganismes, la période de I’exposition du microorganisme a I’HE, aux doses d’HE
utilisées, le choix de 1I’émulsifiant pour solubiliser les HE. Soit autant de facteurs pouvant

expliquer parfois les résultats contradictoires des différentes études.
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Conclusion et perspective:

Cette these a pour objectif de contribuer a une meilleure gestion et protection de
I’environnement par la valorisation des ressources végétales (huiles essentielles) et s’inscrit
dans une démarche de développement durable.

Plusieurs étapes, souvent dépendantes entre-elles, sont nécessaires pour caractériser
completement ces huiles essentielles et ces extraits végétaux : la détermination de la
composition chimique, la mise en évidence d’une éventuelle spécificité, le contrdle de la
qualité, la valorisation de co-produits d’extraction, la recherche de modes d’extraction plus
respectueux de 1’environnement (chimie verte).

Les huiles essentielles et les extraits se présentent sous la forme de mélanges
complexes. Cette complexité résulte de la diversité structurale et fonctionnelle des
constituants qui paradoxalement sont construits a partir de la méme entité (synthon
isoprénique).

Les étapes de notre travail consiste a :

1. I’extraction des huiles essentielles des trois espéces choisies par trois méthodes
différentes:

a-L’hydrodistillation pour la cannelle

b-L’expression a froid pour le citron

c-L’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau saturé pour le thym,
2. Analyse quantitative (par dosage volumétrique) et qualitative (par CG/SM et FTIR),
3. Détermination de quelques caractéres physico chimiques : indice de densité, indice de
réfraction et 1’indice de fusion ou d’ébullition,
4. Enfin I’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH, et D’activité
antibactérienne par la méthode de diffusion sur milieu gélosé (aromatogramme) de ces huiles.

Selon nos résultats, nous avons conclu donc que I'huile essentielle de du thym et de la
cannelle peuvent étre utilisée en qualité d’antimicrobienne efficace dans le traitement des
mycoses cutanées.

Nous pouvons dire aussi que les extraits des especes étudiées ont une bonne activité
antioxydante et une capacité de piégeage de radicaux libres. Cette analyse trouve une
importante application dans I’industrie pharmaceutique comme elle peut trouver aussi une
application dans I’industrie alimentaire.

Les plantes aromatiques et médicinales sont la source de la majorité des antioxydants

naturels et elles restent encore sous exploitées dans le domaine médicale.
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Dans I’industrie pharmaceutique, sachant que les antioxydants sembleraient de maniere
significative étre liés a la prévention des maladies, le développement de nouveaux

médicaments a base d’antioxydants d’origine naturelle doit étre a I’ordre de jour.
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ANNAXE 1: STRUCTURE ET MORPHOLOGIE BACTERIENNES

cellule bactérienne

Capsule ADN chromosomique
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. ADNplasmidique
Paror

Membrane cytoplasmique Vacuoles a gaz

Figure I: Structure et morphologie bactérienne (Site n° 07).
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Figure I1: Structure de la paroi des bactéries a Gram positif (Site n° 07).
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Figure I11: Structure de la paroi des bactéries a Gram négatif (Site n° 07).
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Figure IV: Cibles des antibiotiques (Site n° 08).
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Produit : Huile Essentielle de Thym

Numeéro de lot : /
Prevenance : Particulier d’Annaba
Réference : Méthode interne

TEST NORMES RESULTATS
Identification d’un Profil Chromatographique
échantillon d’huile / ci-joint.

essentielle par GC/MS
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Produit : Huile Essentielle de Citron
Numéro de lot : / ’
Prevenance : Particulier d’Annaba
Réference : Méthode interne

TEST NORMES RESULTATS
Identification d’un échantillon Profil Chromatographique
d’huile essentielle par GC/MS / ci-joint.
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Produit : Huile Essentielle de Camelle

Numéro de lot : /
Prevenance : Particulier d’Annaba
Réference : Méthode interne

TEST NORMES RESULTATS
Identification d’un Profil Chromatographique
échantillon d’huile / ci-joint.

essentielle par GC/MS
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