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RESUME

L’objectif assigné a ce travail consiste a valoriser 1’essence aromatique de deux plantes médicinales
(Thymus vulgariset Lavandula stoechas) en aromathérapie anti-infectieuse et/ou comme conservateur
naturel dans les denrées alimentaires.

La composition chimique de I’huile essentielle (HE) a été déterminée par chromatographie en phase
gazeuse. L’essence du thym commun est caractérisée par la prédominance du carvacrol comme
composé majoritaire avec un taux de 83.8%, suivi par le p-cyméne (8.15%) et y-terpinéne (4.96%). La
lavande contient 1’acétate de linalyle et linalool comme composés prédominants avec des taux de
36.6% et 33.4%, respectivement.

Le screening antimicrobien des HE a été accompli par plusieurs méthodes sur différentes souches
bactérienne et mycélienne. En aromatogurame, des résultats peu reluisants ont été obtenus avec I’HE
de lavande ou les diamétres des zones d’inhibition (DZI) varient entre 12 a 28 mm pour les bactéries et
entre 12 a 40 mm pour les souches fongiques, en microatmosphér les diameétres des zones d’inhibition
(DZI) varient entre 12 a 25 mm pour les bacteries et entre 10 a 22 mm pour les souches fongique.

En revanche, I’HE du thym a exhibé une activité inhibitrice remarquable sur la croissance de certaines
bactéries, en particulier S. aureus, K. pneumoniae et E. coliavec des DZI de I’ordre de 60, 85 et 62 mm
respectivement.De meilleurs résultats ont été obtenus avec les souches fongiques ou une inhibition
totale (85 mm) a été notée pour A. niger, Fusarium sp.et Verticillium sp. En phase vapeur, I’HE est
douée d’un pouvoir fongicide sur toutes les souches a la dose de 60 pL. De plus, cette action
inhibitrice est « dose-dépendante ». Les souches pseudomonadaceae présente une résistante a I’action
inhibitrice d’HE du thym et de la lavande pour les trois doses utilisées. Une méthode qualitative,
dilution en milieu gélosé, a été¢ explorée afin de déterminer les concentrations minimales inhibitrices
(CMI). Toutes les souches bactériennes et levuriformes ont des CMI faibles (0.031%).

En outre, I’efficacité antifongique de cette essence a été vérifiée dans une matrice alimentaire (Boisson
Orangina), seule ou en association avec un traitement thermique. Une inhibition totale et rapide de
Saccharomyces cerevisiae a été obtenue dans les jus supplémentés avec I’'HE comme conservateur
antimicrobien, en comparaison avec les jus conservés par des additifs de synthese.

En définitive, les résultats obtenus, lors de ce screening antimicrobien, laissent entrevoir des
perspectives d’application de 1’essence du thym commun en aromathérapie anti-infectieuse ou,
éventuellement, comme conservateur antimicrobien naturel dans les denrées alimentaires. Les aspects
toxicologique et organoleptique doivent étre abordés ultérieurement. L’avenir nous dira I’impact réel
de ces nouvelles acquisitions.

Mots-clés:Conservateur alimentaire naturel; Aromathérapie; Thymus vulgaris; Carvacrol; Lavandula
stoechas.



ABSTRACT

The aim of this study was to assess the potential use of the volatile fraction of twomedicinal plants
(Thymusvulgaris and Lavandula stoechas) in aromatherapy and/or as a natural preservative for food.

The chemical composition of essential oils (EO)was determined by gas chromatography-mass
spectrometry. Thymus vulgaris essential oil (TVEO) is characterized by the predominance of carvacrol
as a major compound with a rate of 83.8%, followed by p-cymene (8.15%) and y-terpinene (4.96%).
Lavender contains linalyl acetate(36.6%) and linalool (33.4%) as predominant constituents.

The antimicrobial screening of EO has been evaluated by several methods against a wide spectrum of
bacterial and fungal strains. By disc diffusion method, a medium diameter of inhibitory zone (DIZ)
were obtained with lavender EO, ranged between 12 to 28 mm for the bacteria and 12 to 40 mm for
fungi. Besides, TVEO exhibited a promising inhibitory action in particular with S. aureus, K.
pneumoniae and E. coliwhile the DIZ varied from 60 to 85 mm. Rurther, fungal strains (4. niger,
Fusarium sp. and Verticillium sp.) were inhibited total by TVEO. In the vapor phase, TVEO possess a
fungicidal power against all sspecies, in particular at the fose of 60 pL. Else, DIZ increased with the
increasing of EO volume. Minimum inhibitory concentration has been determined by agar dilution
method and revealed that all bacteria and yeasts have a lower MIC values (0.031%).

In addition, antifungal efficacy of TVEO was assessed in a real food system (Orangina juice), alone or
in combination with thermal treatment. A complete and rapid inhibition of Saccharomyces cerevisiae
was obtained in juices treated with TVEO as antimicrobial preservative, in comparison with the juices
preserved by synthetic additives.

Finally, our findings suggest the potential use of TVEO as a bioactive component in aromatherapy or
as a natural ingredient to preserve food. However, further studies will be needed in the future to
explore its toxicity and organoleptic parameters before final application in industry or pharmaceuticals.

Keywords:Natural food preservative; Carvacrol; Aromatherapy, Thymus vulgaris; Lavandula
stoechas.
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INTRODUCTION

Pendant des milliers d'années, les herbes ont fourni des remedes pour presque tous les types de
maladies. Avec leurs nombreuses propriétés thérapeutiques, elles sont utiles pour la prévention et pour
améliorer I'¢tat de bien-étre général, surtout si elles s’accompagnent d’une alimentation
saine.Lesherbessont cultivées et transformés a des fins culinaires, cosmétiques, industrielles et
médicinales ainsi que pour I'élaboration de parfums. Une grande partie de l'intérét manifesté
initialement a 1'égard des aliments fonctionnels et des produits nutraceutiques reposait sur les
utilisations médicinales des herbes. L’histoire de la nutraceutique naquit ainsi et, avec les progres de la
science, de nouveaux principes actifs et de nouvelles propriétés pharmacologiques ont permis de faire
des herbes et des plantes a parfum d’authentiques médicaments. On s’apercoit que l'industrie
pharmaceutique ne peut s'en passer des essences aromatiques dont les nombreuses actions biologiques
peuvent corriger et traiter de nombreux phénomeénes et infections microbiennes et/ou lutter contre

certaines maladies chroniques(Goetz et Ghedira, 2012 ; Kaloustian et Hadj-Minaglou, 2013).

Par ailleurs et en raison du souci croissant des consommateurs aux denrées contenant des
conservateurs chimiques, la recherche des additifs naturels, particulierement d’origine végétale, a
notamment augmenté ces derni¢res années. Il y a une demande croissante des consommateurs pour des
produits alimentaires sans conservateurs de synthése. De plus, 1I’émergence de pathogeénes résistants
aux antimicrobiens classiques nécessite de trouver d’autres alternatives. L’industrie alimentaire est
donc particulierement intéressée par le développement de nouveaux conservateurs naturels (Burt,
2004 ; Hyldgaard et al., 2012). Cette tendance a entrainé un regain d’intérét des scientifiques pour ces

substances.

Bien qu'une grande partie de ces composés aient €té catalogués, il reste encore de nombreuses autres
substances alimentaires a identifier et a évaluer. Les recommandations alimentaires doivent également
étre étayées par des études scientifiques afin d'établir une base scientifique solide en matiére
d'allégations liées aux aliments fonctionnels. Cette derniére perspective permet d’¢largir le champ de
valorisation des Plantes Aromatiques et Médicinales (PAM), (autrefois restreint du point de vue
¢conomique, 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.

Dans le cadre d'un programme d'investigations visant, d'une part, la connaissance des PAM de notre
pays (Algérie), et d'autre part, la recherche de procédés modernes de conservation des aliments,
inspirés des techniques traditionnelles, il était nécessaire de disposer de techniques simples, rapides,

reproductibles, et économiques pour 1'étude des propriétés antiseptiques des Huiles Essentielles (HE).



Aussi, I'importance de pousser scientifiquement les investigations sur les HE comme source
potentielle de nouveaux composés antimicrobiens, a visée thérapeutique, vient de 1 utilisation
traditionnelle des plantes a des fins médicinales. Cependant, la consommation de ces produits naturels

nécessite une recherche plus approfondie dans ce domaine (Burt, 2004).

D’autre part, notre pays, de par sa position géographique et la diversité de son climat, jouit de plusieurs
facteurs de pédogenese et de grandes variations climatiques a méme de « booster » la culture et
I’exploitation industrielle des PAM.Malheureusement, rares sont les plantes qui sont cultivées d’une
fagon intensive pour en extraire leurs principes actifs a des fins industrielles (conservation des denrées
alimentaires). Nous citerons, entre autres, lavande papillon (Lavandula stoechasL.) et thym commun
(Thymus vulgaris L.) dont la fraction aromatiques reste, hélas, peu étudiée et exploitée dans les
industries alimentaires.

Problématique

De ce fait, I’objectif assigné a notre travail consiste a étudier le pouvoir antibactérien et antifongique
(sur des souches de références et isolées cliniquement) de I’exrait aromatique de deux plantes (L.
stoeachas et T. vulgaris) qui demeurent trés peu exploitées dans les domaines nutraceutique et agro-
alimentaire malgré leurs immenses potentialitées thérapeutique et antiseptique (Grespan et al., 2014 ;
Fani et Kohanteb, 2017 ; Amaraet al., 2017). Aussi, plusieurs méthodes microbiologiques et

approches techniques ont été examinées lors de cette étude.

Notre travail comporte donc les étapes suivantes

- Déterminer la composition chimique des essences aromatiques de thym commun et lavande
sauvage par Chromatographie Gazeuse-Spectrométrie de Masse (CG-SM).
Evaluer I’activité antimicrobienne de I’HE en phase liquide (antibiogramme ou plus précisémment
aromatogramme) et en phase vapeur (microatmosphere) ont été les deux techniques préliminaires
effectuées pour y sélectionner les souches sensibles a I’action inhibitrice des HE.

- Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI), par dilution en milieu gélos¢, a été
accomplie uniquement sur les souches sensibles.

- Tester Defficacité antifongique de HE de thymus vulgaris dans une matrice alimentaire (Boisson
sucrée gazéifiée type Orangina) afin de cerner son potentiel application comme conservateur

alimentaire.



Chapitre 1
HUILES ESSENTIELLES

1.1. Condensé historique :

Depuis la plus haute antiquité, sous toutes les civilisations, nos ancétres ont su utiliser les plantes
aromatiques et médicinales (PAM). L'Egypte ancienne maitrisait la fabrication des baumes et des
huiles aromatiques pour les soins du corps, les cérémonies et 'embaumement des morts. Les Grecs et
les Romains étaient de grands amateurs de parfums, onguents et bains aromatiques. De méme, la
Chine, berceau de la phytothérapie et 1I’Inde, ont capitalisé des connaissances en la matiere qu’ils ont

méme consignées dans des ouvrages dédiés aux plantes a parfums(Bardeau, 2009).

Le terme « huile essentielle » (HE) est une contraction de 1’expression « huile quintessentielle ». Son
origine provient de I’idée Aristotélicienne selon laquelle la matiére est constituée de quatre ¢léments:
le feu, I’air, la terre et I’eau. Le cinquiéme ¢élément, autrement nommé quintessence, €tait alors
considéré comme étant 1’esprit ou la force vitale. Dans le passé, les anciens assimilaient la distillation
et 1’évaporation, comme des procédés permettant d’extraire ’esprit de la plante. Cette derniere
qualification fait, une fois de plus, référence au concept d’extraction de la force vitale de la plante. Au
cours de la Renaissance, un médecin réformateur suisse, du nom de Paracelse (1493-1541), donna un
sens particulier au terme huile essentielle. Sa théorie le définit comme le dernier extrait possible le plus
sublime correspondant a la « Quinta Essentia », le principe actif du médicament. L’isolation de cet
extrait devrait étre, selon lui, le but de la pharmacie (Garreta, 2007 ; Lardry et Haberkorn, 2007 ;
Bardeau, 2009).

L’histoire des HE commence cependant 2000 a 3000 ans avant cette époque. Chez les Egyptiens,
I’essence de térébenthine était déja utilisée et tout porte a penser que certains parfums €taient obtenus
sous forme d’huiles distillées. L’art de la distillation, initi¢ par les Egyptiens et les Perses, s’améliora
grandement au cours du IX° siécle sous I’impulsion des Arabes avec, notamment, le développement de
I’alambic attribué a Avicenne (980-1037). La science des HE prit ensuite le large pour gagner I’Europe
au cours des croisades durant le XIII® siécle. Beaucoup de savants se passionnérent pour la science de
la distillation. Les premicres universités Européennes furenta l'origine du démarrage de la
Pharmacopée. Le développement des procédés de production et des connaissances de ces extraits fut
alors majoritairement mené par des pharmaciens. Durant les siécles qui suivirent, les HE étaient
principalement utilisées pour leurs vertus thérapeutiques et ne nécessitaient qu’une production minime,
ce qui n’est plus le cas de nos jours. Avec Paracelse se développérent 1'Alchimie et la notion de
"Quintessence" des plantes tomba aussitot dans 1'oubli (Gilly, 1997 ; Bodiou, 2008).



I1 aurait fallu attendre 1928 pour que « I'aromathérapie moderne » soit ressuscitée grace a un chimiste
Francais (Gatefosse) qui constata les énormes pouvoirs de guérison des HE. Les progres de la science
et des techniques d'analyses permirent de véritables investigations de ces molécules, contribuant au
redéploiement international de l'aromathérapie a 1'échelle du monde entier.

Les HE font désormais partie de notre quotidien.Leurs utilisations s’étant généralisées dans de
nombreux domaines, des industries pharmaceutiques et cosmétiques a I’agro-alimentaire, en passant
par I’aromathérapie et les parfums d’ambiance, mais également en agriculture ou elles sont utilisées en
tant que pesticides naturels (Scimeca et Tétau, 2005 ; Anton et Lobstein, 2005 ; Roux, 2008).

1.2. Définition de ’Huile Essentielle

Il s’agit d’'un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et stockés dans
des tissus végétaux spécialisés, responsables de 1’odeur caractéristique de la plante. Le terme « huile »
s’explique par la propriété que présentent ces composés a se solubiliser dans les graisses par leur
caractére hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au parfum, a I’odeur plus ou moins forte
dégagée par la plante (Telphon et De Paillette, 2003 ; Zhiri et Baudoux, 2005 ; Raynaud, 2006 ;
Grosjean, 2011).

En se référant a la Norme Francaise NF T 75-006 (AFNOR, 2000), ’HE est définie comme « un
produit obtenu a partir d’une mati¢re premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche ». Cette définition,
basée sur les procédés d’extraction, est restrictive et exclut aussi bien les produits obtenus par
extraction a I’aide de solvants (concrétes et absolues) que ceux obtenus par tout autre procédé
(Extraction par Fluide Supercritique (SFE) et extraction par micro-ondes sans solvant (Solvent Free
Microwave Etraction)) (Roux et Catier, 2007).

Pour certains auteurs (Garetta, 2007), il est important de distinguer HE et essence ; cette derniére est
une sécrétion naturelle élaborée par 'organisme végétal, contenue dans divers types d’organes
producteurs, variable selon la partie de la plante considérée. En revanche, une HE est un extrait naturel
de maticres premicres d’origine végétale, obtenue par distillation par la vapeur d’eau, c’est-a-dire que

I’HE est 1’essence distillée.

1.3. Les types des huiles essentielles

Au niveau commercial, différents types d’HE existent (AFSSAPS, 2008) :

- HE déterpénée, partiellement ou totalement privée des hydrocarbures monoterpéniques ;

- HE rectifiée, ayant subi une distillation fractionnée afin de supprimer des composants toxiques;

- HE privée de « X », ayant subi une séparation partielle ou totale d’'un composant « X », par un
moyen physique. Ainsi, I’HE de menthe riche en menthol peut étre partiellement démentholée,

apres un refroidissement entrainant la cristallisation, puis la filtration du menthol 1évogyre.



D’autres labels, appellations et spécifications existent :

- HE dites "HEBBD"(Botaniquement et Biochimiquement Définis). Cela signifie que 1'on connait la
variété botanique, et que I'on peut définir la composition chimique (ou biochimique) ;

- HE dites "HECT"dont on connait la composition chimique avec précision, et pour lesquels on peut
garantir le constituant majoritaire ; Par exemple le menthol est majoritaire dans ’HE de menthe ;

- HE 100% purs : garantis sans ajout d'autres extraits proches, comme 1’ajout d'une HE de lavandin
dans une HE de lavande ;

- HE 100% naturels : garantis sans ajout de molécules de synthése, comme 1’ajout de linalool de
synthése dans une HE de coriandre (Zhiri et Baudoux, 2005).

1.4. Localisation et rendement

Les HE sont des sécrétions naturelles ¢laborées par le végétal et contenues dans les cellules ou parties
de la plante comme celles des fleurs (rose), sommités fleuries (lavande), feuilles (citronnelle), écorces
(cannelier), racines (iris), fruits (vanillier), bulbes (ail), rhizomes (gingembre) ou graines (muscade).
Pour certaines HE comme celles de lavande ou de sauge, c’est la plante entiére qui est utilisée
(Serrato-Valenti et al., 1997 ; Parthasarathy ez al., 2008).

Seules les parties sécrétrices ou les plus concentrées de la plante sont récoltées a la période de
rendement optimum : avant la floraison (menthes), pendant (lavandes) et apres celle-ci (plantes a

graines) ou encore apres la rosée du matin (fleurs fragiles) (Maffei et al., 1989 ; Sallé, 1991).

Les HE sont produits dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des
structures histologiques ou glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et recouvertes
d’une cuticule. Elles sont alors stockées dans des cellules a HE (Lauraceae), dans des poils sécréteurs
(Geraniaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceae) ou dans des canaux sécréteurs (Asteraceae).
Elles peuvent aussi étre transportées dans 1’espace intracellulaire lorsque les poches a essences sont
localisées dans les tissus internes (Deysson, 1978 ; Bruneton, 1999 ; Hallahan et al., 2000 ; Anton et
Lobstein, 2005 ; Festy, 2009).

Pour certaines plantes, I’HE peut étre extraite de plusieurs organes. Toutefois, si tous les organes d’une
méme espeéce peuvent renfermer une HE, sa composition peut admettre des variations importantes
selon sa localisation (Gilly, 1997 ; Lis-Balchin, 2006 ; Bardeau, 2009).

Les quantités d’HE produites par les plantes sont minimes, entrainant des rendements d’extraction
extrémement faibles, généralement inférieurs a 2%. Le rendement le plus faible est observé pour I’iris
qui demande environ 4 kg de poudre pour obtenir 1 g d’absolue, ce qui explique le tarif exorbitant de
cette huile (Shiva, 2002).

1.5. Biosynthése et composition chimique
Les composants des HE sont génériquement dits « aromatiques » en raison de leur caractére
odoriférant et non pour indiquer leur structure chimique, ce qui peut préter a confusion. Leur masse

moléculaire, relativement faible, leur confére un caracteére volatil a la base des propriétés olfactives.



La plupart des HE sont poly-moléculaires (jusqu’a 500 molécules différentes dans I’HE de rose). 1l
existe quelques HE dites mono-moléculaires, telle la menthe pouliot. Le citron et le clou de girofle
sont bi- et tri-moléculaires.

La majorit¢ des constituants des HE appartiennent, de fagon quasi-exclusive, a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le
groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre part
(Figure 1.1). Actuellement, plus de 3000 constituants ont été isolés a partir des essences (Bruneton,
1999 ; Clarke, 2002 ; Rhayour, 2002 ; Chami, 2005 ; Baser et Buchbauer, 2010 ; Carson et
Hammer, 2011 ; Rhind, 2012).

lerpenes
“onolerpenes Sesquirerpenes
: T GHa
\J L ---i"-. .-'\\ e = -"'-'--H"H-'.-'-""-ﬂj
R -H""\-\.
o
j ‘hl / l J o Hq:'.’fJ‘ i
4 e 2 H I H
W I--'C-HJ
s e G
w-Pimene Limonene Habinenc P-cwmens . p-Terpinens B-Carvophy llene
Terpenaids
MMonoterpencids
Ha | | o
I L -,
BN E#%L (%rGH O, ,T/
I N
Linalonl H_]_;# 0K _i:.,-'__. . {i-':.__h-l?
1 [
___.-J‘ﬂat.__.-""-\-\.,\__.-' '\-\.._\.__-“-":\:.:l ""A""‘- .-"-.ﬁ"‘-\-.. =‘:={ ':'I‘I
o Jal Thane Carvierel Curvone Borneol
Phenyipropanosids :
X
\_/l(']-\ EHE’D = R O- #hﬂ-
(™ e LI
o g O Vo e s
HO i =
Cinmarnaldehyde Fugznol OH Safrole
Wamllin
rihers
N ¥
o L
= I:::;E %f&ax'stﬂ-—'ﬁw—&_
Allyl-isathiosyanate Allicin

Figure 1.1.Quelques composés chimiques retrouvés dans les huiles essentielles (Burt, 2004).

1.6. Toxicité
Les HE contiennent des milliers de composants qui les rendent trés efficaces mais aussi dangereuses.

Certains composants aromatiques peuvent étre nocifs, allergisants ou cancérigenes. La toxicité des HE
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et les propriétés mutagenes ou cancérigenes de leurs composés restent encore mal connues. Alors que
de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits phytopharmaceutiques, celle

des HE est moins investiguée (Tisserand et Young, 2014).

1.7. Domaines d’utilisation des Huiles essentielles
La composition chimique des HE leur confére aussi bien des propriétés odorantes

qu’antimicrobiennes. Ces caractéristiques offrent des débouchés dans de nombreux domaines.

1.7.1. Aromatothérapie

1.7.1.1. Définition de I’aromatothérapie

Branche de la phytothérapie, 1’aromatothérapie a acquis ses lettres de noblesse et est devenue une
thérapeutique a part entiére. Si ’on se réfere a I’acception étymologique et moderne du terme,
I’aromathérapie se définit comme « le traitement, a titre préventif ou curatif, des maladies physiques et
psychosomatiques par les «ardmes végétaux » : les HE et les essences extraites des plantes
odoriférantes, qui possédent des vertus médicinales, sont administrées par les différentes voies
compatibles avec leur nature huileuse ». L’aromathérapie est donc moins "douce" qu’il n’y parait
(Belaiche, 1979 ; Nelly, 2007).Les HE différent des antibiotiques qui sont, par définition, des
substances mortes, hostiles a la vie et perturbatrices des métabolismes vitaux (Baudoux, 2000).

1.7.1.2. Intérét de ’aromatothérapie

Actuellement, un retour trés net aux HE pour la désinfection et le traitement des maladies infectieuses
a été signalé (Giraud-Robert, 2005 ; Inouye et Abe, 2007 ; Derbré, 2009). Ce retour est stimulé par
le danger que représente 1’usage de certains antibiotiques (ATB). Les HE ont une efficacité¢ durable
sans aucune résistance contrairement aux antibiotiques (Valnet et al., 1978). Deux récepteurs offrent
un abord évident quant a la puissance des huiles : la peau et les spheres oto-rhino laryngologique et
broncho-pulmonaire. Cette efficacité est due au fait qu’elles contiennent plus de 20 molécules actives
différentes, tandis que dans le médicament de synthése, on ne peut évaluer les interactions de plus de
trois molécules. Les HE ont donc une action globale, un « large spectre » sur I’ensemble de la
physiologie (Franchomme et al., 1990).

Si beaucoup de monde limite 1’aromathérapie a la lutte anti-infectieuse, plusieurs études attribuent aux
HE de nombreuses propriétés thérapeutiques (Goetz et Ghedira, 2012). Beaucoup soulageront
diverses douleurs (action anti-inflammatoire, antalgique et antispasmodique). Certaines possedent des
propriétés stimulantes et ré-équilibrantes de grandes fonctions : détoxication par stimulation de
I'élimination des déchets, régulation des systemes hormonaux et nerveux, de la digestion et de la
circulation (Buckle, 1992 ; Zhiri et Baudoux, 2005 ; Goetz, 2007 ; Rhind, 2012).Mais il serait
dommage de restreindre 1’utilisation des HE sur le plan physique et de ne voir en elles qu’une action
moléculaire. C’est sur ce plan psychologique qu’il reste, sans doute, le plus a découvrir au sujet des
HE (Festy, 2008 ; Aiache et al., 2011).Quoiqu’il en soit, le marché de I’aromathérapie et de ses
dérivés est en pleine expansion, notamment a travers le développement de salons de massages, de

bien-étre et d’ouvrages consacrés a cet art (Baudoux, 2000 ; Roux, 2008).
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1.6.2. Aéro-ionisation et désinfection des ambiances

L’utilisation de produits désinfectants classiques se fait, de plus en plus, au détriment de la nature et
des hommes puisque les produits chimiques utilisés sont souvent dangereux a manipuler et participent
a la dégradation de I’environnement (Druilles ez al., 1995).

Etant volatiles, les HE sont utilisées en tant qu’agents de préservation pour le contrdle de I’hygiéne de
’air des systémes de climatisation, notamment dans le milieu hospitalier, entrainant un effet bénéfique
au niveau de la qualité de ’air (De Billerbeck et al., 2002 ; Pibiri, 2005).

En milieu hospitalier, ’assainissement de 1’atmosphére d’une picce est réalisé par la diffusion des HE.
C’est un procédé permettant de répandre un brouillard (microgouttelettes d’HE) de molécules actives
potentiellement antibactériennes, antivirales et immunostimulantes. Bien conduite, la diffusion
atmosphérique devient un procédé idéal visant a la protection et a la prévention contre les infections
nosocomiales et les pathologies hivernales. Elle contribue largement a la désinfection des locaux,

qu’ils soient industriels ou destinés aux soins médicaux (Pibiri, 2005).

Des essences naturelles (citron et lilas), a activité bactéricide, acaricide et fongistatique, entrent dans la
composition d’un produit, le Paragerm®, solution volatile qui s’est révélée sans toxicité pour I’homme
aux doses utilisées (Mallea et al., 1979). Aujourd’hui, des Normes strictes sont édictées par des
organismes spécialisés pour une utilisation hospitaliére a hauts risques de contamination.

Cependant, il est important de souligner que 1’on ne doit jamais diffuser des HE en continu, ce qui
aurait pour effet de saturer I’atmosphére en molécules aromatiques, en le rendant irritant pour les

muqueuses des bronches, voire potentiellement toxique (Blanc, 1998).

1.7.2. Industrie agro-alimentaire :

Outre la conservation des denrées alimentaires, les HE sont rajoutées pour rehausser le golt et
empéecher le développement des contaminants alimentaires et I’inhibition de la toxinogénese des
champignons (Tajkarimi ef al., 2010 ;Hyldgaard er al., 2012). Cette application, déja bien
développée, se renforce ces derni¢res années grace a des décisions de sécurité importantes. Ceci
engage les industriels a trouver des additifs de substitution permettant d’assurer la sécurité alimentaire.
De plus, la tendance actuelle a consommer du « naturel » poussent les industriels a utiliser, de plus en
plus, les HE en tant qu’additifs aromatisants. Ce retour au naturel est li¢ a une prise de conscience
générale tournée vers la protection de [’environnement avec, entre autres, la réduction de la
consommation en produits phytosanitaires de synthése et le développement de ’agriculture biologique.
Dans ce contexte, les HE constituent, une fois de plus, une voie d’intérét et de recherche (Zaika, 1988;
Hulin et al., 1998 ; Burt, 2004 ; Fisher et Phillips, 2008 ; Rai et Chikindas, 2011).

Depuis peu, les industriels ont souhaité 1’utilisation d’HE comme conservateurs, au détriment des
molécules de synthése classiques couramment utilisées, telles que les parabenes. Plusieurs travaux ont
montré que les HE de thym, de cannelle, d’origan et d’autres plantes aromatiques ont un effet
inhibiteur sur la croissance et la toxinogénése de plusieurs bactéries et champignons responsables
d’infections alimentaires (Kalemba et Kunicka, 2003, Hyldgaard et al., 2012).



A titre d’exemple, le secteur des boissons gazeuses s’aveére un gros consommateur d’HE. Aussi, les
fabricants d’aliments préparés en utilisent, de plus en plus, car le consommateur recherche davantage

les produits avec des ingrédients naturels (Holley et Patel, 2005).

1.7.3. Parfumerie et cosmétologie :

Un grand nombre d’HE est utilisé dans I’¢laboration de la majorité des parfums et produits de toilette.
Ces essences servent a préserver ces cosmétiques grace a leur activité antiseptique et anti-oxydante
tout en leur assurant une odeur agréable (Aquino, 2002 ; Sayous et Chevallier, 2008). De méme,
certains constituants chimiques isolés a partir d’HE peuvent faire 1’objet de transformations chimiques
donnant naissance a de nouvelles odeurs. Ainsi, a partir de 1’eugénol tiré¢ de 1’essence de girofle, on
aboutira a I’isogénol qui a une odeur d’ceillet (Chaumont et Millet-Clerc, 2011).

A noter que le terme « huile essentielle » n’est pas employ¢ ; la législation Européenne (Code de la
santé publique (article R.5131-4 8°)) impose, en effet, le mot « Parfum » («Fragrance » en anglais) qui
englobe I’ensemble des compositions aromatiques ou parfumantes et leurs matieres premiéres. En plus
des HE, il peut s’agir également d’un ou plusieurs constituants extraits d’'une HE. C’est le cas du « 1,8-
cinéol » connu commercialement sous le nom d’eucalyptol, principal constituant de la majorit¢ des HE
d’Eucalyptus. 11 entre dans la fabrication des savons de toilette, dentifrices et lotions
désodorisantes(Aburjai et Natsheh, 2003 ; Martini, 2011).

Toutefois, dans le cas ou la substance utilisée fait partie de la liste des 26 molécules identifiées comme
étant susceptibles d’entrainer des réactions allergiques, telles que le citral, le géraniol ou le linalool, sa

dénomination chimique doit étre inscrite parmi la liste des ingrédients (AFSSAPS, 2008).

1.8. Marché et importance socioéconomique de la filiéere « Plantes Aromatiques et
Médicinales »
Vu la diversité de ce secteur, il est difficile d’obtenir des données fiables. La plupart des producteurs
fournissent des chiffres peu précis et les statistiques sont incomplétes.
Le volume total d’HE produit dans le monde en 1995 est estimé a 45000 tonnes. Les 16 essences les
plus importantes (production supérieure a 500 tonnes) représentent 90% du volume total (Gilly, 1997).
On en trouve dans ce groupe:

- les principales sources d’aromes alimentaires (agrumes et menthes) ;

- les essences utilisées en gros volume (compositions pour détergents et déodorants ménagers) ;

- les produits servant a des hémi synthéses ou a 1’extraction d’isolats naturels.

Chaque continent et région possede sa propre flore et donc une production d’HE caractéristiques. En
revanche, si I’ensemble des pays du globe y participent a cette production, ce marché est
essentiellement dominé par quelques pays. En 2008, le Brésil et I’Inde se partageaient la moitié de ce

marché avec des productions respectives de 28.6 % et 25.6 %.

La production mondiale d’HE s’évalue a environ dix milliards de dollars US par an dont 55%
provenant du tiers-monde. L'instabilit¢ des cours des HE, comme celle de nombreuses maticres

premicres naturelles, constitue une contrainte de taille pour les différents intervenants de la filiere.
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Les essences aromatiques sont souvent associées a une qualité inconstante, des approvisionnements
irréguliers et des prix instables qui sont autant de handicaps a leur utilisation dans l'industrie
(Seidemann, 2005).

Sur le plan socio-économique, la collecte des PAM constitue un moyen pour diversifier la production
agricole et demeure une activité génératrice de revenu pour les populations rurales locales.
Actuellement, parmi les secteurs a fort potentiel figurent les PAM dites « biologiques » qui sont tres

recherchées sur le marché international.

1.9. Controle de qualité et normalisation

L’importance et le développement du marché des HE s’expliquent par le nombre et la diversité des
domaines d’application de ces extraits. IlIs induisent aussi la nécessité de proposer des méthodes de
controle analytique garantissant leurs caractéristiques. C’est pourquoi, ces extraits font 1’objet de
nombreuses analyses dont les objectifs principaux sont la caractérisation des substances composant
I’HE ou la découverte de nouvelles molécules, mais également le contrdle de qualité et la recherche
d’adultération dans un milieu ou la fraude est tentante, notamment a cause des enjeux économiques.

Le linalool de synthése est beaucoup moins cotliteux que ’HE de lavande, de méme pour le menthol de
la menthe poivrée. Des fournisseurs peu regardants peuvent étre tentés de couper, altérer et dénaturer
les HE.

Les nombreux paramétres intervenant dans la composition des HE ont amené les organismes de
normalisation a imposer un certain nombre de régles. Les méthodes de détermination des
caractéristiques physico-chimiques a utiliser sont décrites avec précision dans le recueil de normes
publiées par 1'Association Francaise de Normalisation (AFNOR, 2000), elles-mémes identiques aux

Normes Internationales de I'ISO.

Les points de contrdles a effectuer, pour se prémunir de la falsification des HE, concernent I’origine
géographique, I’espéce botanique, 1’organe producteur ainsi que les caractéristiques organoleptique et
physico-chimique. En plus de ces points de contrdle, on peut conclure que la meilleure carte d’identité
quantitative et qualitative d’'une HE se base sur le profil chromatographique. Il permet de connaitre,
exactement, la composition chimique et de chercher d’éventuelles traces de produits indésirables, tels

les pesticides ou des produits chimiques ajoutés (Cserhati, 2010).

D’une maniére générale, la grande diversité des molécules chimiques contenues dans ces HE se traduit
par des indications thérapeutiques trés diverses. Les HE a usage pharmaceutique doivent étre

conformes aux normes des monographies de la Pharmacopée Européenne (2007).

La meilleure carte d’identit¢ qualitative et quantitative de I’HE reste cependant son profil
chromatographique, méme si d’autres techniques alternatives sont utilisées. En effet, malgré les
importantes innovations instrumentales réalisées ces derni¢res années, la détection de tous les
constituants d’'une HE reste une tiche extrémement difficile, qui nécessite souvent I’emploi de

plusieurs techniques analytiques complémentaires (Dris et Jain, 2004 ; Cserhati, 2010)
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Chapitre 2 :
MATERIEL ET METHODES

Notre étude s’est étalée sur une période de 6 mois, de février jusqu’a juillet 2017. Les différentes
expérimentations ont été effectuées dans les structures suivantes :
e Laboratoire Bactériologie de 1’Etablissement Publique Hospitalier (EPH) de la wilaya de Blida.
e Service Microbiologie Alimentaire du Laboratoire d’Hygi¢ne relevant de 1’Etablissement de
Proximité de la Santé Publique (EPSP) de Blida.
e Service microbiologie de I’ Algérienne des Eaux (ADE) de Chiffa, Blida.

Par ailleurs, 1’objectif assigné a cette ¢tude consistait a tester, in vitro, le pouvoir antibactérien et
antifongique de 1’essence de thym et de lavande, séparément et sur une large gamme de souches
microbiennes (de référence ou isolées cliniquement), a travers 1’application de plusieurs méthodes
microbiologiques. Par la suite, leur efficacité antifongique a été appréciée dans une matrice limentaire,
en comparaison avec des conservateurs de synthése. En outre, la composition chimique des

essencesaromatiques a été déterminée par Chromatographie Gazeuse-Spectrométrie de Masse.

2.1. Matériel

2.1.1. Matériel végétal et huile essentielle

Les huiles essentielles de thym commun et de lavande papillon ont été fournies par la société
« Ziphee.Bio » de production des huiles essentielles et des engrais organiques, sise a Lakhdaria
(Bouira). Le procédé¢ d’extraction utilisé est 1’entrainement a la vapeur d’eau conduit a échelle
industrielle (alambic de 2 m’) sous pression. Aussi, les HE sont certifiées « 100 % naturelle » car
n’ayant étaient additionnées ou mélangées a aucun solvant organique durant la phase de production.
Les HEont été conservés dans des flacons stériles teintés a 4°C et a 1’abri de I’air et de la lumiére,
pendant toute la durée de notre travail, pour éviter d’éventuels phénomenes d’oxydation, d’altération

chimique ou de contamination microbienne.

2.1.2. Souches microbiennes

L’activité antibactérienne a €té évaluée sur deux souches de référence ATCC (American Type Culture
Collection) et quatre souches bactériennes (Tableau 2.1) isolées cliniquement a partir des
prélévements de malades ayant contracté différentes infections. Concernant les souches fongiques,
nous avons utilisé quatre champignons filamenteux (moisissures) et deux levures (Tableau 2.2).
Toutes les souches bactériennes ont été isolées et identifiées, soit au niveau du laboratoire
Bactériologie de I’EPH de Blida ou encore celui du Laboratoire d’Hygiéne de Blida. Ces bactéries et
champignons ont été conservés et maintenus en vie, par des repiquages continus, sur des milieux de

culture adéquats.
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Tableau 2.1. Souches bactériennes utilisées pour le screening antibactériendes huiles essentielles de

Lavandula stoechas et Thymus vulgaris.

Souche Origine Famille
Bactéries a Gram -

Escherichia coli Urine Enterobacteriaceae
Klebsiella pneumoniae Urine Enterobacteriaceae
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  Pseudomonadaceae
Pseudomonas fluorescens Urine Pseudomonadaceae
Salmonella arizona Selles Enterobacteriaceae

Bactéries a Gram +

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Micrococcaceae
ATCC: American Culture Collection.

Tableau 2.2. Souches utilisées pour le screening antifongique des huiles essentielles de Lavandula

stoechas et Thymus vulgaris.

Souches fongiques Origine Famille
Aspergillus niger Alimentaire Trichocomaceae
Candida albicans Alimentaire Cryptococcaceae
Fusarium sp. Alimentaire Tuberculariaceae
Penicillium sp. Alimentaire Trichocomaceae
Saccharomyces cerevisiae Alimentaire Saccharomycetaceae
Verticilium sp. Alimentaire Plectosphaerellacea

2.1.3. Milieux de cultures et agents chimiques

Suivant les méthodes employées et les souches étudiées, nous avons utilis¢ des milieux de culture
solides, en I’occurrence la Gélose Nutritive (GN) ou Muller-Hinton (MH) pour les bactéries et la
gélose Sabouraud-Chloramphénicol (SAB) pour les champignons. Tous ces milieux de culture

proviennent de la société Idéal-Labo, sise a Beni Mered (Blida).

Afin de mener une étude comparative du pouvoir antibactérien entre I’HE et des produits de
références, nous avons utilis¢ des disques Antibiotiques (ATB) comme contréle positif. Les ATB
utilisés sont: Gentamicine (CN, 10png). Ces ATB proviennent de la société Bio-Rad (France).
Cependant et concernant les souches fongiques, aucune étude comparative n’a été possible pour cause
de non disponibilité des disques antifongiques. De ce fait, nous étions contraints de les remplacer par
une solution antiseptique d’Hexomédine a 0.1% (Biopharm, Alger) comme controle positif.

Le solvant Tween 80 a été utilisé pour la dilution de ’'HE dans un milieu gélosé afin de déterminer la

CMIL. Ce solvant est pur chimiquement et provient de Sigma-Aldrich (Allemagne).
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1.1.4. Matrice alimentaire

Afin de vérifier Iefficacité antifongique de I’HE dans une matrice alimentaire, nous avons opté pour
Orangina. C’est une boisson gazeuse sucrée et fruitée type produite localement (unité Djguaguen,
Blida) caractérisé par un pH acide et contenant deux conservateurs antimicrobiensde synthése
(SIN202 : Sorbate de potassium etSIN211 : Benzoate de sodium) et un antioxydant/conservateur

(SIN300 : Acide citrique).

2.2. Méthodes

2.2.1.Elaboration des profils chromatographiques

Les analyses chromatographiques ont été effectuées sur un chromatographe en phase gazeuse, a
régulation électronique de pression, de type Hewlett Packard (série HP 6890, Palo Alto, Californie,
USA), équipé d'une colonne capillaire HP-5 (30 m x 0.25 mm) avec une épaisseur de film de 0.25 pm,
d'un détecteur FID réglé a 280 °C et un injecteur split-splitless réglé a 250 °C. Le mode d'injection est
split. Le gaz utilisé¢ est 1'azote avec un débit de 1.7 mL/min. La température de la colonne est
programmée de 45 a 240 °C a raison d'une montée de 2 °C/min. L'appareil est piloté par un systéme
informatique de type « HP Chem Station », gérant le fonctionnement de I'appareil et permettant de
suivre I'évolution des analyses chromatographiques.

L'identification des constituants a été réalisée en se basant sur leurs Indices de Kovats (IK) et sur la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM). Cette dernicre est
réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse de type Hewlett-Packard (série HP 6890) couplé
avec un spectrometre de masse (série HP 5973). La fragmentation est effectuée par impact €lectronique
sous un champ de 70eV. La colonne utilisée est une colonne capillaire HP-5MS (30 m x 0.25 mm),
I'épaisseur du film est de 0.25 pm. La température de la colonne est programmée de 45 a 240 °C a
raison de 2 °C/min. Le gaz vecteur est I'hélium dont le débit est fixé a 1.2 mL/min. Le mode d'injection
est split (rapport de fuite : 1/70).

L'appareil est reli¢ a un systéme informatique gérant une bibliotheque de spectre de masse (Wiley7,
NIST 2002). L'identification des constituants est basée sur la comparaison de leurs spectres de masse
(CG/SM) respectifs avec les spectres de la bibliothéque et de la bibliographie (Adams, 2007) et sur la
base de calcul des Indices de Kovats (IK). L’indice de rétention ou I'lK d’un composé A est
indépendant du débit, de la longueur de la colonne et de la quantité injectée. L’IK d’un composé A

dépend de la phase stationnaire et de la température. Les IK sont calculés comme suit :

IK = 1000 4 | R~ TRn 100
- T TR+ 1) = TRn )

n : Nombre d’atomes de carbone de 1’alcane élué avant le composé ;
TR ¢ : Temps de rétention du composé ;
TR n: Temps de rétention de 1’alcane a n atomes de carbone ¢lué avant le composé ;

TR (n+1) : Temps de rétention de 1’alcane a n+1 atomes de carbone élué aprés le composé.
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2.2.2. Etude de 'activité antimicrobienne des huiles essentielles in vitro
La recherche de I’activit¢ antibactérienne et antifongique consiste a estimer 1’inhibition de la
croissance des microorganismes soumis a I’HE. Pour cela, deux méthodes qualitatives (aromato-

gramme et microatmosphere) et une quantitative (CMI) ont ét€¢ examinées.

2.2.2.1. Méthode des aromatogrammes = Technique en milieu solide

Cette méthode utilisée par certains auteurs (Tyagi et al., 2013) est la technique que nous avons utilisée
pour évaluer, dans un premier temps, 1’activité antimicrobienne de I’HE. Elle est basée sur une
technique utilisée en bactériologie, 1'antibiogramme (Satrani, 2007).

Dans cette méthode (Figure 2.1), nous avons utilisons des disques de 9 mm de diamétre (Antibiotica-
Testblattchen, Schleicher & Schuell, D-3354, Dassel, Allemagne) que nous avons imprégnés d’une
certaine quantit¢ d’HE. Le disque sera déposé au centre d’une boite Pétri contenant un milieu gélosé
préalablement ensemencé par une souche microbienne. L'étude du pouvoir antibactérien et
antifongique par cette technique est identique a celui de l'antibiogramme. La seule différence réside
dans le remplacement des disques d’ATB par des extraits aromatiques.

Dans notre étude, nous avons testé 1’activité antimicrobienne de I’HE en imprégnant les disques par 3
quantités croissantes a savoir 20, 40 et 60 uL d’HE par disque, séparément. Ceci a été fait dans le but
d’apprécier I’action « dose-dépendante » de 1’essence sur la croissance des germes microbiens.

Chaque boite Pétri est ensuite fermée et incubée dans 1’étuve a température adéquate (37°C pendant
24h pour les bactéries et 25°C pendant 3 ou 5 jours pour les levures et les moisissures,
respectivement).L’essence diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y détermine un gradient de
concentration. Les bactéries et champignons croissent sur toute la surface gélosée sauf la ou elles
rencontrent une concentration d'essence aromatique suffisante qui inhibe leur croissance.

A la sortie de 1’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour
du disque et dont le Diametre de la Zone d’Inhibition (DZI) est mesuré et exprimé en millimétres
(mm). Plus le DZI est grand, plus la souche est sensible a I’'HE.

Aussi et pour chaque souche microbienne, des contrdles positifs ont été réalisés en appliquant, dans les
mémes conditions citées précédemment, des disques d’ATB qui vont servir comme référence pour
pouvoir comparer leur pouvoir antibactérien avec notre échantillon d’HE. A cet effet, plusieurs disques

d’ATB ont été utilisés et choisis selon leur disponibilité.
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2.2.2.2. Microatmosphére = méthode en phase vapeur

Nous avons utilisés cette méthode dans le but d’apprécier les propriétés inhibitrices de la phase volatile
de ’HE. Cette méthode est rarement citée car les auteurs qui se sont penchés spécifiquement sur
I’activité de la phase gazeuse sont encore peu nombreux (Tyagi et Malik, 2011).

La différence entre cette technique et les aromatogrammes réside principalement dans la position du
disque imprégné. Cette méthode permet de mettre en évidence la diffusion des composants volatils des
HE a l’intérieur d’une boite Pétri.

Le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la boite Pétri, renversée pendant la durée de
I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le milieu gélosé. De la méme manicre que
I’aromatogramme, nous avons appliqué 3 quantités croissantes au disque. En premier lieu, 20 pL

¢

d’huile a été déposée sur un disque de papier filtre de 2 cm de diamétre. Dans le 2™ essai, un disque
de 4 cm a été imprégné par 40 pL d’HE alors que pour le 3™, un disque de 6 cm a été chargé par 60
pL d’HE. Le diametre du disque différe selon la quantit¢ d’HE a imprégner afin d’obtenir un bon
¢talement de 1’essence sur le couvercle et, par conséquent, une meilleure diffusion et évaporation. La
préparation de I’inoculum, I’ensemencement, I’incubation et la lecture des résultats ont été¢ menés de la
méme manicre que la premiere méthode (Aromatogramme). La boite est fermée avec le couvercle en
bas et mise a 1I’é¢tuve a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a 25°C pendant 72h ou 5 jours
pour les levures et les moisissures, respectivement. Il se produit une évaporation des substances qui, en
contact avec les microorganismes ensemencés sur la gélose, va inhiber leur croissance. A la sortie de
I’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit par une zone translucide sur la gélose de
contour plus ou moins nette, a tendance circulaire.

Une boite de contrdle, réalisée pour chaque expérience, est une boite ensemencée dont le disque
déposé au centre de la gélose n’est pas imbibé d’HE. Une autre boite témoin est ensemencée dans les

conditions de I’expérience, sans disque. Elle nous renseigne sur I’homogénéité du tapis microbien. A

noter que dans ce test, aucun témoin positif n’a été utilisé car les ATB ne sont en aucun cas volatils.
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I’aromatogramme(Zaika, 1988). Microatmosphére(Zaika, 1988).

2.2.2.3. Détermination des CMI par dilution en milieu gélosé

La technique de dilution en milieu solide est recommandée par le National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2000) pour évaluer la sensibilité des bactéries micro-aérophiles aux
agents antibactériens. Elle consiste a ensemencer, par un inoculum standardis¢, une gamme de
concentration décroissante en HE dispersée de fagcon homogene et stable dans le milieu de culture.
Apres incubation, 1’observation de la gamme permet d’accéder a la CMI, qui correspond a la plus
faible concentration en HE capable d’inhiber la croissance bactérienne.

La dilution en gélose implique 1’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu gélosé a des
concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 2, suivie de I’ensemencement d’un
inoculum bactérien défini a la surface de la gélose de la boite.Une série de dilution de ’'HE est
préparée avec un intervalle de concentrations qui varie entre 2% a 0,015% pour les bactéries et de 1%
a 0,015% pour les levures. L’ensemencement sera fait par touche a 1’aide d’un écouvillon stérile. Les
boites seront incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour les levures.
La lecture des résultats se fait visuellement en observant s’il y a I’apparition d’une éventuelle colonie
microbienne, en comparaison avec une boite témoin (exempte d’HE). La CMI se définie comme étant
la plus petite concentration du produit pour laquelle aucune croissance n'est visible a l'ceil nue. Le
résultat sera exprimé en % (Vv/v).

A noter que les CMI ont été¢ déterminées uniquement pour les souches ayant manifesté une certaine

sensibilité a 1°action inhibitrice de I’HE par les méthodes préliminaires.
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2.2.3. Test « Bio-controle » : Activité antifongique dans une matrice alimentaire (Orangina®)

L’¢évaluation de D’activité¢ antifongique de I’HE dans un mod¢le alimentaire a été réalisée selon la
méthode décrite par Tyagi et al. (2013).Nous avons opté pour une boisson gazeuse sucrée et fruitée,
type Orangina® (unité Djguaguen, Blida). De par son pH acide et la présence de deux conservateurs
alimentaires (SIN202 : Sorbate de potassium et SIN211 : Benzoate de sodium), ce type de boissons
constitue un milieu défavorable pour la croissance bactérienne. Cependant, leur qualité organoleptique
peut étre altérée du faite de la possibilit¢ d’une croissance fongique, apte a résister aux conditions
d’osmophilie et d’acidophilie. C’est la raison pour laquelle nous avons inoculé cette boisson par une
souche levuriforme (S. cerevisiae) pour apprécier ainsi la cinétique de sa croissance en présence des
conservateurs de synthése, de I’HE seule ou en combinaison avec un traitement thermique.

A cet effet, 3 types de jus Orangina® ont ¢été testés. Le controle positif est représenté par un lot de
boisson ou des conservateurs de synthése (Sorbate de potassium et Benzoate de sodium) aient été
additionnés. Le second lot a ét¢ supplémenté de différentes concentrations en HE (0.3%, 0.1% et
0.05%). Le dernier lot va subir une combinaison HE-traitement thermique (80°C pendant 2 minutes) et
ce pour apprécier 1’effet synergique de ce traitement avec la présence de I’HE pour une meilleure
efficacité antifongique dans les boissons fruitées. Ces boissons ont été inoculées préalablement par une
suspension fongique de Saccharomyces cerevisiae. Par la suite, une dilution décimale a été réalisée
(107%) dans 1’eau physiologique (NaCl, 0,9%). Ces dilutions vont étre analysées par technique de
filtration sur membrane (0.45um, Milliport, USA)afin d’apprécier le niveau de contamination initial.
Les membranes filtrantes seront déposées sur gélose SAB et incubées, par la suite, a 25°C pendant 48-
72h. La lecture des résultats se résume a dénombrer toute colonie levuriforme. Cette analyse
correspond alors a J-0. La méme démarche opératoire sera répétée a J-2, a J-4 et J-7 pour les

différentslots conservés, entre temps a 4°C, dans le but d’apprécier la cinétique de croissance fongique.
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Figure 2.3. Illustration du protocole adopté pour le test d’évaluation du pouvoir antifongique dans une
matrice alimentaire.
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Figure 2.4. Illustration de la filtration pour I’analyse microbiologique Jus Orangina®.
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Chapitre 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Profil Chromatographique des Huiles Essentielles

3.1.1. Composition chimique de I’essence du thym commun

Les résultats de la composition chimique de I'HE de Thymus vulgaris, déterminée par CG-SM, sont
rapportés dans le Tableau 3.1et Figure 3.2. Les différents composés ont été listés selon leur Indices de
Rétention (IR).Notre étude a été axée sur les composés volatiles majoritaires de I’HE tandis que les

molécules, ayant des fragments de masse inférieure a 0.1%, n’ont pas été rapportées.

L’examen de ce tableau montre que le I’essence du thym commun étudié est composée
majoritairement du carvacrol avec un taux de 83.8% (Figure 3.1). D’autre part, la teneur des autres
composés varie entre (0.01 — 0.28%) sauf pour le para-cymene (8.15%), linalool (1.44%) et le gamma-
terpinéne (4.96%). De plus, la composition du thym, classée par famille biochimique, nous a révélé
que cette HE est caractérisé par de treés fortes teneurs en monoterpeénes oxygénés (85,52%), suivi par

les monoterpenes hydrocarbonés (13.5%).

Tableau 3.2. Composition chimique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris distillée, a échelle

industrielle, par entrainement a la vapeur d’eau sous pression.

N° Composés EVE IR
Monoterpénes hydrocarbonés 13,5
1 a-Terpinene 0,28 1019
2  p-Cymene 8,15 1028
3 trans-Ocimene 0,11 1052
4 y-Terpinéne 4,96 1065
Monoterpénes Oxygénés 85,52
5 Linalool 1,44 1123
6 Terpin-4-ol 0,05 1179
7 Thymol 0,23 1302
g Carvacrol 83.8 1318
Sesquiterpénes hydrocarbonés 0,13
9 Aromadendréne 0,06 1439
10 a-Humeléne 0,03 1454
11 y-Cadinéne 0,01 1513
12 J-Cadinéne 0,03 1542
Autres composés oxygénés 0,19
13 Carvacrol méthyle éther 0,19 1282
Composés Oxygénés totaux 85,71
Composés non Oxygénés totaux 13,63
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EVE : Entrainement a la Vapeur d’Eau ; IR : Indice de Rétention sur colonne apolaire (HP-5MS).
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Figure 3.1. Structure chimique de quelques composés détectés dans I’essence deT. vulgaris.

Des résultats similaires aux notres ont été rapportés par plusieurs auteurs (Fachini-Queiroz ef al.,
2012 ; Abedini et al., 2014 ; Oliva et al., 2015). Une ¢étude récente, publié par une équipe Iranienne
(Abedini et al., 2014) dans la revue « Journal of Essential Oil Bearing Plants », a révélé que le
carvacrol était le composé majoritaire de I’essence distillée de la partie aérienne fraiche de T.vulgaris
avec un taux de 57.3%, suivi par le linalool (11.8%) et le thymol (10.7%). Un autre travail, publié par
une équipe Egyptienne (El-Nekeety et al,2011) dans la revue « Toxicon», a révélé aussi la
prédominance du carvacrol dans I’essence de 7. vulgaris avec un taux de 45%. Dans le méme sillage,
I’essence distillée de 7. vulgaris cultivé en Argentine a été aussi caractérisée par la prédominance de

carvacrol avec un taux avoisinant les 30% et une faible quantité de thymol (1.5%) (Oliva et al., 2015),

ce qui est en totale adéquation avec nos résultats.
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Figure 3.2. Chromatogramme de 1’essence du 7. vulgaris distillée par entrainement (Originale, 2017).
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En revanche, d’autres équipes ont rapportés des résultats complétement différents aux notres (Tableau
3.2) ou la principale caractéristique de 'HE de Thymus vulgaris était sa teneur ¢€levée en thymol
(Perinaet al., 2014 ; Zeljkovicetal., 2015 ;Nabavi et al., 2015). D'aprés Pavelaer al. (2009), les
analyses ont montré que les substances majoritaires pour 7. vulgaris étaient le thymol (60.3%) et le p-
cymene (10.1%). Les hydrocarbures sesquitepéniques ne représentent qu’un faible pourcentage
(1.7%). Pino et al. (1997) ont rapporté avoir extrait un échantillon caractérisé par un fort taux de
thymol (34.6 %), y-terpinéne (17.6 %) et p-cymene (17.6 %). En revanche, ils different de ceux publiés
par Naguib (2002), dont I’essence se caractérise plutdt par une forte teneur en thymol (36.6 %), a-
thujone (23.2 %) et 1,8-cinéole (13.4 %). Porte et Godoy (2008)ont signalé également que le thymol
(44.77%), p-cymene (18.6%) et y-terpinéne (16.5%) sont des substances majoritaires de Thymus
vulgaris cultivé au Rio de Janeiro (Brésil). Par ailleurs, une équipe Polonaise (Szczepanik ef al.,2012)
a établi la prédominance du thymol dans 1’essence de thym commun avec un taux de 57%, alors que le

carvacrol a été retrouvé minoritaire (2%), ce qui semble étre en totale discordance avec nos résultats.

Tableau 3.2. Principaux composés dans 1’essence de 7. vulgarisprovenant de différents écosystémes.

Auteurs (année) Pays Principaux composés (majoritaire et caractéristique)
Pina-Vaz Portugal = carvacrol (70.3%), p-cyméne (11.7%), y-Terpinéne (3.2%), linalool
et al. (2004) (2.2%), thymol (0.6%)
Sacchetti Italie = p-cymene (15.3%), géraniol (8%), thujone (7.3%), y-terpinéne (5.6%)
et al. (2005)
Yahyazadeh Iran = thymol (46%), p-cyméne (17.6%), y-terpinéne (14.8%)
et al. (2008)
Imelouane Maroc = camphre (39.39%), camphéne (17.57%), a-pinéne (9.55%), 1,8-
et al. (2009) cinéole (5.57), bornéol (5.03%), B-pinene (4.32%)
Kloucek République = thymol (42.5%), p-cymeéne (29.5%)
et al. (2009) de Tchéque = linalool (58%), thymol (15.2%)
Miladi Tunisie = thymol (41.33%), p-cymene (18.08%), and y-terpinene (13.12%)
etal. (2013)
Abedini Iran = carvacrol (57.3 %), linalool (11.8 %), thymol (10.67 %).
et al. (2014)
Sidali Algérie = carvacrol (55.2%), y-terpinene (12.6%), p-cyméne (9.3%), linalool
et al. (2014) (3.9%), a-terpinene (2.8%)
Grespan Brésil = carvacrol (45.5%), a-terpineol (22.9%), endo-borneol (14.3%)
et al. (2015)
Rus Roumanie = p-cymeéne (32.9%), carvacrol (20%), y-terpinéne (14.3%), thymol
et al. (2015) (3.3%)
Kohiyama Brésil = bornéol (40.6), camphene (12.3), carvacrol (6.4), a-pinéne (6.1)
et al. (2015)
De Carvalho Brésil = thymol (43.2%), p-cyméne (28.5%), y-terpinéne (6.36%), linalool
et al. (2015) (5.57%), carvacrol (3.14%).
Guerra-Boone Mexique = p-cymene (37%), y-terpinéne (20%), thymol (17%), carvacrol (4.9%)
et al. (2015)
Varga Roumanie = thymol (32.2%), p-cyméne (21.7%), y-terpinéne (13%), carvacrol
et al. (2015) (5.1%), linalool (3.4%)
Deletre France = thymol (30.5%), p-cyméne (23.7%), carvacrol (13.6%), a-terpinéne
et al. (2015) (8.4%), linalool (4%)
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De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de 7. vulgaris sont trés riches en plusieurs
constituants dont la teneur varie selon la variabilité des conditions géographiques, climatiques, de
séchage, de stockage et des méthodes d’études (extraction et détection). L’hybridation facile de
I’espéce mene a une grande variabilité intra-spécifique, qui affecte 1’homogénéité du rendement

d’extrait et sa composition en produits chimique (Al-Tawahaet al., 2014 ; Nabavi et al., 2015)

3.1.2. Détermination de la composition chimique de I’essence de lavande papillon

Notre étude s’est axée sur la détermination des composés volatiles majoritaires de I’HE alors que les
molécules ayant des fragments de masse inférieure a 0.05% n’ont pas été rapportées.

L’huile essentielle de Lavandula stoechas, obtenue a échelle industrielle par entrainement a la vapeur
d’eau sous pression, a ¢té d’abord analysée par Chromatographie Gazeuse avec un Détecteur
d’lonisation a Flamme (GC-FID) sur une colonne capillaire apolaire HP5-MS (Figure 3.2). Pour une
identification plus exhaustive des composés aromatiques, I’essence aromatique a été analysée, par la
suite, avec Chromatographie Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (GC/MS) sur une colonne
capillaire apolaire (HP5-MS). Les conditions opératoires sont détaillées dans la partie expérimentale.
Le Tableau 3.2donne, dans I’ordre d’¢lution, les compositions, qualitative et quantitative, de 1’essence
de lavande papillon distillée et regroupées selon les familles terpéniques.Au total, vingt-trois (23)
composés ont été détectés. Pour 1’identification, nous avons d’abord calculé leurs IR ; ensuite nous les
avons comparés a ceux de la littérature. Nous avons, par la suite, procédé au dépouillement de leurs

spectres de masse en se référant a ceux donnés dans les différentes librairies (NIST et Wiley).

A la lecture des résultats consignés dans le Tableau 3.2, il apparait clairement que 1’acétate de linalyle
apparait comme le compos¢ majoritaire de 1I’essence de la lavande a toupet avec un taux de 36.67%,
suivi par le linalool avec 33.42%, le camphre (6.38%) et le 1.8 cinéol (4.86%) (Figure 3.4). Les autres
composés sont présents avec un taux inférieur a 3%. D’un point de vue biochimique, la famille des
monoterpenes oxygénés, représentée par les alcools et leurs esters, est la plus abondante avec un taux
supérieur a 90%. Un seul sesquiterpene a été détecté¢ dans 1’essence de lavande, en I’occurrence le

caryophylléne, mais qui demeure quasi-inexistant (0.12%).
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Tableau 3.2. Composition chimique de I’huile essentielle de Lavandula stoechasdistillée, a échelle

industrielle, par entrainement a la vapeur sous pression.

N°  Composés IR %
Monoterpénes 00,46
1 a-Pinéne 926 00,16
2 Camphene 942 00,20
3  p-Pinéne 974 00,10
Monoterpénes Oxygénés 51,09
4 1,8-Cinéole 1088 04,86
5 Cis-Oxyde de Linalool 1102 01,35
6 Trans-Oxyde de Linalool 1116 01,12
7 Linalool 1123 33,42
8 1-Acétate d’Octen-3-yl 1130 00,46
9 Camphre 1149 06,38
10  Bornéol 1173 02,50
11 Butyrate d’Hexyl 1201 01,00
Sesquiterpenes 00,12
12 E-Caryophylléne 1425 00,12
Sesquiterpeénes Oxygénés 01,54
13 Oxyde de Caryophylléne 1570 01,23
14  o—Bisabolol 1684 00,31
Autres Composés Oxygénés 40,57
15 3-Octanone 989 00,65
16  N-Acétate d’Hexyl 1022 00,45
17  N-Hexyl 2-MéthylButyrate 1234 00,13
18  Acétate de Linalyl 1277 36,67
19  Acétate de Bornyl 1285 00,28
20  Acétate de Lavandulyl 1295 01,78
21  Tiglate de Hexyl 1345 00,31
22 Acétate de Néryl 1372 00,06
23 Acétate de Géranyl 1394 00,24

IR : Indice de Rétention calculé sur une colonne apolaire (HP5-MS)
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Figure 3. 3. Structure chimique des composés majoritaires détectés dans 1’essence deL. stoechas.
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Toutes les especes et les hybrides du genre Lavandula sont des plantes trés aromatiques qui produisent
des mélanges complexes d'HE produites et stockées dans des glandes sur la surface des fleurs et des
feuilles (Lis-Balchin, 2002). Il n'est donc pas surprenant que les connaissances phyto-chimiques sur

les lavandes soient axées sur leurs molécules terpéniques.

Les études sur la composition chimique des HE des espéces du genre Lavandula montrent qu’elles
sont plus riches en monoterpeénes qu’en sesquiterpénes et que ces deux groupes de molécules
constituent la majeure partie des HE (Tableau 3.3) (Benabdelkader, 2012). Ceci parait en conformité
avec nos résultats obtenus ou les monoterpeénes oxygénés sont majoritaires (90%). Les études des
constituants volatils des especes de lavande ont révélé la présence de plus de 200 constituants
chimiques, beaucoup d'entre eux étant présents sous forme de traces. Certaines especes telles que
Lavandula stoechas synthétisent plus de 100 terpénes différents alors que d’autres especes telle que
L.canariensis expriment une diversité terpénique beaucoup plus faible. L. stoechas a été plus
particulierement étudiée du fait de son aire de répartition large et de son utilisation traditionnelle trés
ancienne (Cavanagh & Wilkinson, 2006, Benabdelkader, 2012).

A la lecture des résultats comparatifs rapportés dans le Tableau 3.3., il apparait quel. stoechasa été
¢tudi¢e dans différents pays méditerranéens (Créte, Espagne, Corse, Chypre, Gréce, Turquie, Maroc,
Algérie et Tunisie) avec des résultats différents. Ces variations sont soit qualitatives (composés
différents) soit quantitatives (proportions différentes de certains composés). Ces changements peuvent
parfois étre dus a des différences climatiques, géographiques ou saisonniéres ou simplement a la
quantité¢ d'arrosage ou la fertilisation utilisée. Elles peuvent également avoir une origine génétique.
Finalement, ces variations peuvent étre également attribuées aux méthodes d'extraction des HE et, dans

le cas des essences commerciales, au degré de mélange et de falsification (Lis-Balchin, 2002).

En accord avec les résultats obtenus lors de notre étude, les HE extraites des populations de L.stoechas
sont reconnues pour la complexité de leur composition chimique et la variabilité de leurs constituants.
Si 1 a 3 composés sont majoritaires, elles renferment en parallele un trés grand nombre d’autres
molécules, souvent présentes a 1’état de traces. Des travaux antérieurs a la présente étude ont porté sur
la wvariation de la composition chimique des HE de L. stoechas de différentes régions
méditerranéennes(Tableau 3.3). Nos résultats semblent étre en désaccord avec ceux obtenus sur
d’autres populations nord Africaines et du reste du bassin méditerranéen. Ces études ont révélé
I’existence de plusieurs chémotypes. Le chémotype le plus décrit de L. stoechas est le celui du
fenchone/camphre enregistré au Maroc (Zrira & Benjilali, 2003), en Tunisie (Bouzouita et al., 2005),
en Italie (Angioni ef al., 2006), en Crete (Grece) (Skoula et al., 1996), a Chypre (Valentini etal.,
1993) et en Corse (France) (Ristorcelli ez al., 1998).
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Tableau 3.3. Composés chimiquesmajoritairesdétectés dans 1’essence aromatique des lavandes
papillons (Lavandula stoechas) provenant de différentes localisations géographiques.

Espéce Origine Organe Composés majoritaires (%) Auteurs
Rabat Partie aérienne ~ Fenchone = 30
(Maroc) Fleurie Camphre = 18 Valentini et al.
L. stoechas 1.8-cin¢ol = 8 (1993)
ssp. stoechas Chypre Partie aérienne ~ Fenchone = 28-51
Fleurie Camphre = 4-39
L. stoechas Crete Feuilles et Fenchone = 44-48 Skoula et al.
Fleurs 1.8-cinéol = 5-16 (1996)
Camphre = 4-6
Acétate de myrtényle = 2-9
L. stoechas Corse Non spécifié Fenchone = 14-75 Ristorcelli et al.
(France) Camphre = 2-56 (1998)
1.8-cinéol = 3-14
Acétate de myrtényle = 1-4
L. stoechas Séville Partie aérienne  Acétate a-nécrodyle = 17-27 Lavoine-
ssp. luisieri (Espagne) Fleurie 1.8-cinéol = 6-16 Hanneguelle (2004)
Acétate de lavandulyle = 4-5
L. stoechas Rabat Partie aérienne ~ Camphre = 39 Zrira &
ssp. atlantica (Maroc) Fleurie Fenchone =9 Benjilali (2003)
Camphéne =7
A-pinéne = 6.5
L. stoechas Kairouan Feuilles Fenchone = 68 Bouzouita et al.
(Tunisie) Camphre = 11 (2005)
1.8-cinéol = 5
L. stoechas Cherchell Feuilles et Fenchone =31 Dob et al.
(Algérie) Fleurs Camphre = 22 (2006)
p-cyméne = 6
L. stoechas Australie Fleurs Camphre = 48 Cavanagh
Fenchone = 22 & Wilkinson (2006)
1.8-cin¢ole =9
Linalool =2
L. stoechas Cagliari Fleurs, feuilles ~ Fenchone = 59-72 Angioni et al.,
(Italie) et tiges Camphre = 9-15 (2006)
Acétate de myrtényle = 3-5
L. stoechas Australie Non spécifié Camphre = 48 Moon et al.
Fenchone = 21 (2007)
1.8-cin¢ol =9
L. stoechas Chalkidiki Feuilles et Fenchone = 45 Hassiotis(2010)
(Greéce) Fleurs 1,8-cinéole= 16
Camphre = 10
p-cymene = 5
L. stoechas Tlemcen Partie aérienne ~ Fenchone = 28 Mohammedi
(Algérie) Fleurie 1.8-Cinéole = 19 & Atik (2012)
Camphre = 18
L. stoechas Algarve Partie aérienne ~ Camphre = 40 Costa et al.
ssp. lusitanica (Portugal) Fleurie Fenchone = 38 (2013)
L. stoechas Taroudant. partie aérienne ~ Camphre = 44 Khia et al.
(Maroc) Camphéne = 15 (2014)
Terpinoléne = 13
L. stoechas (Sud Est de Partie aérienne ~ Fenchone = 33-37 Carrasco et al.
L’Espagne) Fleurie Camphre = 16-24 (2015)

Eucalyptol = 17-18
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Dans une autre ¢tude réalisée sur quatre populations sauvages de L. stoechas de la Créte, Skoula et al.
(1996) ont montré que les principaux constituants des HE sont alternativement, ou en combinaison le
fenchone, le camphre, le 1,8-cinéol, I’a-pinéne et 'acétate de myrtényle. Ainsi, alors que le fenchone
¢tait un ¢lément majeur de ’HE de toutes les quatre populations, trois étaient également riches en
camphre et la quatriéme en 1,8-cinéol. Pour notre échantillon, 1’essence analysée de la lavande a toupet
parait étre de chémotype acétate de linalyle, avec la présence d’un 2™ composé majoritaire, le
linalool. Ces deux composés, a eux seuls, représentent un taux de 70%.Un autre monoterpeéne oxygéné,
le 1.8-cinéol, a été retrouvé dans notre échantillon d’essence mais avec un taux trés faible (5%). Ceci
parait étre en totale contradiction avec d’autres travaux qui révelent que des populations, ayant un taux
¢levé de 1,8-cinéol, peuvent également étre trouvées dans le nord de 1'Afrique. En revanche, tous les
chémotypes consignés dans le Tableau 3.3différent complétement de celui publi¢ par Goren et al.
(2002) dont I’'HE d’une L. stoechas,originaire de Turquie, se caractérisait plutdt par un profil jamais
retrouvé et ayant une forte teneur en pulégone (40.4 %), menthol (18.1 %) et menthone (12.6 %), en

paralléle avec une absence totale de fenchone et de camphre.

Chez une autre population algérienne de L. stoechas (Dobet al., 2006), 1a présence de quantités élevées
de p-cymene (6.5 %) a été révélée.D’apres la large étude de Garcia-Vallejo (1990) menée sur
plusieurs populations de plusieurs espeéces de Lavandula espagnoles et portugaises, l'acétate de
myrtényle a ét¢é marqué comme composant caractéristique. Notre échantillon est aussi caractérisé par
l'absence totale de quelques composés comme le S-phéllandréne, le longifoléne et le germacréne D,
définis auparavant dans les HE de L. stoechas. Cela s’explique probablement par la perte de ces

composés lors de la distillation, surtout s’ils sont présents a 1’état de traces (Lis-Balchin, 2002).

Nos résultats obtenus par CG-SM sont en totale adéquation avec d’autres travaux menés sur des
populations algériennes de L. stoechas et qui démontréque ces HE contiennent plus de composés
oxygénés que de composés hydrocarbonés. Ces composés sont majoritairementmonoterpéniques
(Benabdelkader, 2012).Les derniers sont caractéristiques des especes de lavande et constituent des
marqueurs chémo-taxonomiques utiles pour distinguer des espeéces et méme des sous-especes. Par
exemple, L. stoechas subsp. luisieri est le seul taxon de lavande produisant les monotepenes

irréguliers, le cis- et le trans-a-nécrodol et I’acétate de trans-o-nécrodol (Baldoviniez al.,2005).

En définitive, la différence de composition constatée entre I’essence de lavande analysée, lors de notre
travail, et celle des autres populations a travers le bassin méditerranéen est vraisemblablement li¢e a
une régulation différentielle des divers constituants de I’HE par des facteurs abiotiques et biotiques. De
nombreux facteurs externes peuvent influencer la composition chimique de ces métabolites
aromatiques. La température, le taux d'humidité, la durée d'ensoleillement, la composition du sol sont
autant de facteurs d'ordre environnemental susceptibles d’induire des modifications chimiques (Lis-

Balchin, 2002). L’influence du procédé d’extraction sur la labilité des constituants des HE explique
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que la composition du produit obtenu par hydrodistillation soit, le plus souvent, différente de celle du

mélange initialement présent dans les organes sécréteurs du végétal (Bruneton, 1999).

3.2. Screening antimicrobien de ’huile essentielle du thym commun

3.2.1.Aromatogramme antibactérien de I’huile essentielle in vitro

L’activité antibactérienne de 1’essence aromatique du Thymus vulgaris, effectuée par 2 méthodes
différentes et complémentaires (aromatogramme et microatmosphere), a été testée sur des souches
bactériennes de référence (ATCC) ou isolées cliniquement. Les résultats de ce screening sont
consignés dans le Tableau 3.4.A noter que le diametre du disque (9 mm) a été inclus dans le calcul du
diametre de la zone d’inhibition (DZI, mm). Pour ce test, des quantités croissantes en HE ont été

utilisées pour apprécier 1’action « Dose-Dépendante » de 1’essence du thym commun (Figure 3.5).

Tableau 3.4.Screening antibactérien in vitro de I’essence aromatique de Thymus vulgaris.

Méthodes utilisées
Aromatogramme Microatmosphére Antibiogramme
(DZI, mm) (DZI, mm)
Quantité Huile essentielle (mg/disque) Gentamycine
20 40 60 20 40 60

Souche Gram-

Escherichia coli 62 68 72 68 72 85 14
Klebsiella pneumoniae 85 85 85 37 54 85 20
Pseudomonas aeruginosa - 14 16 - - - 25
Pseudomonas fluorecsens - 17 26 - - - 24
Salmonella arizona 14 16 20 40 56 64 24
Souche Gram +

Staphylococcus aureus 60 64 85 64 68 85 -

Eu égard des résultats obtenus lors de ce test, nous pouvons affirmer que K. pneumoniae est I’espéce la
plus sensible a la phase liquide de 1’essence avec une inhibition totale (85 mm) a 20 pL d’HE/disque,
suivie par un indicateur de contamination fécale, en ’occurrence E. coli (62 mm), et le staphylocoque
pathogéne (60 mm). En revanche, les espéces du genre Pseudomonas ont manifesté une résistance
totale. A forte concentration en HE (60 pL), K. pneumoniae et S. aureus ont été inhibées totalement.
Ce pouvoir inhibiteur est largement supérieur a celui du controle positif (gentamycine) ou les DZI
signalés ne dépassent pas, dans les meilleurs des cas, 20 mm pour les deux especes sus-indiquées.

Nos résultats semblent étre trés encourageants pour une éventuelle utilisation de cette essence dans la
lutte-prévention des infections cutanées (staphylocoques) ou encore des toxi-infections alimentaires

(coliforme thermo-tolérants comme E.coli).
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Figure 3.5. Action antimicrobienne dose-dépendante de I’essence aromatique du thym commun.

Des résultats similaires aux ndtres ont été rapportés par Dorman et Deans (2000). Les auteurs de cette
¢tude ont examiné les activités antibactériennes d’HE de poivre noir, de clou de girofle, de noix de
muscade, d’origan et de thym contre 25 bactéries de genres différents. L’objectif était également de
tenter de déterminer les composants présents dans les HE susceptibles d’étre responsables de leur
activité antibactérienne. Les résultats ont confirmé ceux de travaux antérieurs et mis en valeur
I’activité antibactérienne de ces HE, y compris le thym. En outre, les auteurs de cette étude n’ont
détecté aucune relation entre la nature de la paroi et la sensibilité du germe vis-a vis des HE.

La souche du genre Pseudomonas s’est avérée plus résistante a I’HE. Cette résistante n’est pas
surprenante. Ceci a été confirmé par plusieurs études antérieures (Hammer ef al., 1999 ; Dorman et

Deans, 2000).

A la maniere des agents chimiques, on distingue deux sortes d’effets des HE sur les microorganismes :
une activité 1étale (bactéricidie) et une inhibition de la croissance (bactériostase).

L’activité des HE est souvent assimilée a une activité bactériostatique. Cependant les études suivantes
ont montré que certains constituants chimiques des HE ont des propriétés bactéricides (Carson et

Riley, 1995) et fongicides (Hammer et al.,1999).

Des composés isolés tels le thymol et le carvacrol rendent la membrane des bactéries perméable,
prémices de leur mort (Lambert et al., 2001). La faculté de perturber la perméabilité¢ de la cellule
membranaire, accompagnée de la perte de I’osmose chimique, sont bien la preuve d’une activité 1¢étale

de certaines HE (Cox etal., 2000).

Par ailleurs, une revue des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et des Concentrations
Minimales Bactéricides (CMB) pour 4 variétés de thym portant sur 14 souches bactériennes (dont
Staphylococcus aureus) a montré que dans la majorité des expériences, les valeurs des CMI sont

identiques aux CMB. Ceci indique que les HE incriminées sont bactéricides (Cosentino et al., 1999).
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3.2.2.Aromatogramme antifongique de I’huile essentielle in vitro
Les résultats du pouvoir antifongique de I’HE du thym commun en phase liquide sont colligés dans le

Tableau 3.5 et ce en comparaison avec un antiseptique (Héxomédine) prise comme contrdle positif.

Eu égards des résultats obtenus lors de ce screening antifongique, il en ressort que I’HE du thym est
fongicide a faible dose (20 uL), en particulier sur les souches mycéliennes car la majorité des especes
ont été inhibées totalement.

Elle présente aussi un fort pouvoir inhibiteur sur les levures avec des DZI qui s’échelonnent entre 45 et
66 mm (faible volume) et entre 75 et 85 mm (forte dose). Il est aussi important de noter que ce pouvoir

inhibiteur est largement supérieur a celui du controle positif.

Tableau 3.5.Screening antifongique in vitro de 1’essence aromatique de Thymus vulgaris.

Méthodes utilisées

Aromatogramme  Microatmosphére Antifongigramme
(DZI, mm) (DZI, mm)
Quantité Huile essentielle HEX
(mg/disque)
20 40 60 20 40 60 20 40 60
Souches levurifomes
Candida albicans 45 60 75 54 66 85 22 26 30
Saccharomyces cerevisiae 66 85 85 50 64 80 28 32 36
Souches mycéliennes
Aspergillus niger 85 85 85 64 72 85 12 20 28
Fusarium sp 85 85 85 54 70 85 12 20 22
Penicillium sp. 60 65 79 52 72 85 - - -
Verticillium sp 85 85 85 85 85 85 - - -

DZI = Diamétre de la Zone d’Inhibition ; (-) : absence de zone d’inhibition ; HEX : Solution Héxomédine (Antiseptique)

Beaucoup de chercheurs ont confirmé la présence de l'activité antifongique des métabolites terpéniques
des especes du genre Thymus. Nos résultats sont en concordance avec ceux de plusieurs travaux
antérieurs (Giordaniet al., 2004 ; Pinto et al, 2006 ; Pekmezovic et al., 2015 ; Kohiyama et al.,
2015).Des résultats similaires aux notres ont été aussi rapportés par 1’équipe frangaise de Giordani et
al. (2008). Ces derniers ont étudi¢ ’activité antifongique de 2 espeéces du genre Thymus. Ils ont
rapporté un fort pouvoir antifongique de I’HE distillée du Thymus vulgaris bien que sa teneur en
phénols (thymol et carvacrol) (36.7%) soit inférieure a celle de Thymus numidicus (65.87%). 1ls ont

conclu que d’autres constituants pourraient intervenir dans le pouvoir antifongique de I’HE.

Les résultats obtenus par une équipe Belge (Manouetal., 1998) ont suggéré les potentiels applications

de ’essence aromatique de 7. vulgaris comme conservateur antifongique dans des préparations

29



galéniques dermo-cosmétiques a visée thérapeutique. En effet, il a été observé que les crémes
dermiques, contenant 1’essence du thym comme conservateur, ont présenté une bonne stabilité
microbiologique dans le temps et une bonne protection contre les contaminations fongiques liées a
Candida albicans(Manouet al., 1998).

Dans notre étude, la composition chimique de I’HE utilisée est dominée par la présence des molécules
oxygénées (85.5%). Le principal constituant, le carvacrol, représente a lui seul plus des 3/4 de la
quantité totale. Il appartient a la classe des phénols.

Une revue de littérature (Hyldgaard et al., 2012) faitapparaitre que les essences aromatiques riches en
composés oxygénées sont dotées d’un fort pouvoir antimicrobien. Les phénols sont d’ailleurs reconnus
pour exercer un effet plutot fongicide (Chavan et Tupe, 2014 ; Chaillot ef al., 2015 ; Cacciatore et
al., 2015).

La plupart des composés chimiques des HE sont dotés de propriétés antimicrobiennes, mais ce sont les
composés volatils majeurs qui présentent les propriétés antifongiques les plus importantes, et en
particulier les phénol (carvacrol, thymol et eugénol) ainsi que les alcools (linalool) (Kuorwel et al.,
2014 ; Nabaviet al., 2015).Bagamboulaer al. (2004) ont montré que la nature antimicrobienne des HE
est en rapport avec leur fort contenu phénolique, en particulier en thymol et carvacrol. Ils ont prouvé
que plus les teneurs en phénols sont ¢élevées, plus les huiles aromatiques sont efficaces. Ceci a été
confirmé par 1’étude menée par Pinto et al. (2006) qui ont signalé que les espéces du genre Thymus,
contenant une quantit¢ importante en phénols, présentent un large spectre d’activité sur les

champignons filamenteux.

Le mode d’action antimycosique de certaines molécules terpéniques a été décrit dans la littérature. Le
carvacrol et le thymol semblent capables d’augmenter la perméabilit¢é membranaire (Lambert et al.,
2001). En détruisant la membrane externe des germes pathogenes, ils augmenteraient la perméabilité
de la membrane plasmique aux métabolites cellulaires (Helander et al., 1998).

Ainsi, le carvacrol, en augmentant la perméabilité de la membrane, n’entraine pas une fuite d’ATP
mais une fuite de protons, qui provoque la chute de la force protomotrice et, par conséquent, de la
synthése d’ATP. Cette information est confirmée par la mesure du gradient de pH a travers la
membrane. Le carvacrol formerait des canaux dans la membrane permettant la fuite des ions (Ultee et
al., 2002). En plus de limiter la croissance, le carvacrol est capable d’inhiber la production de toxines
microbiennes. Deux hypothéses ont été présentées : soit I’exportation active des toxines hors de la
cellule n’est plus possible a cause du manque d’ATP ou de la diminution de la force protomotrice, soit

le faible taux d’ATP restant est utilisé par le germe pour survivre (Ultee et Smid, 2001).

Le carvacrol posseéde aussi un large spectre d’activité, étendu aux germes d’altération alimentaire ou
des champignons pathogénes, des levures et des microorganismes pathogénes humains, animaux et
végétaux, des biofilms y compris lors de résistance aux ATB. Cette activité a été attribuée a ses effets

considérables sur les propriétés structurales et fonctionnelles de la membrane plasmique (Iannitelli ez
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al., 2011 ; Nostro et Papalia, 2011). En outre, I’activité antifongique des HE pourrait également étre
liée a l'interférence des composants de l'essence dans des réactions enzymatiques de la synthese de la
paroi cellulaire, ce qui affecte la croissance fongique (Carmo et al., 2008). Chalchat ez al. (1997) ont
signalé que les huiles aromatiques endommagent une série de systémes enzymatiques des moisissures,
affectant, de ce fait, la synthése et la production énergétique des composantes structurales.

Plusieurs auteurs, notamment De Billerbeck ez al. (2001), Mares et al. (2004), Rasooli et Abyaneh
(2004) et Sharma et Tripath (2008), ont constat¢ que les HE peuvent causer des changements
morphologiques comprenant 1’insuffisance de sporulation, la perte de pigmentation, le développement
anormal des conidiophores et la déformation des hyphes.

D’une maniere générale, certains auteurs s’accordent, a 1’heure actuelle, pour affirmer que les
propriétés antiseptiques de I’essence végétale sont dues a la présence d’une grande proportion de
molécules (carvacrol) reconnues pour avoir une activité antiseptique propres comme les phénols. Or
vouloir relier directement les vertus thérapeutiques d’une HE a la seule présence des composés
majoritaires est illusoire. Il est cependant probable que les composés minoritaires agissent de fagon
synergique. De cette manicre, la valeur d’une huile tienne a son « Totum », c’est a dire dans

I’intégralité de ses composants (Salle, 1991 ; Hyldgaard et al., 2012).

In vivo, I’incidence croissante des infections fongiques, plus particuliérement celles provoquées par le
genre Candida, pousse a rechercher de nouveaux agents antifongiques qui ne soient pas fongistatiques,
toxiques et générateurs de résistance (Abyaneh et Rai, 2013). La recherche d’une alternative
thérapeutique s’avere donc nécessaire. D’ou I'intérét d’essayer de transposer les résultats de 1’action
anti-candidosique de 1’essence du thym, obtenus in vitro,sur des modeles in vivo. Ces derniéres années,
la communauté scientifique a montré un intérét considérable dans I’étude de nouveaux antimicrobiens
végétaux. Dans ce contexte, les substances terpéniques du thym semblent étre, comme le confirme nos
résultats, les molécules phares de la lutte antimicrobienne et leur cible privilégiée des champignons

aussi variées.

3.2.3.Pouvoir antibactérien et antifongique en phase vapeur

Les résultats de 1’activité antimicrobienne de 1’extrait aromatique du thym en phase vapeur sont
colligés dans le Tableaux 3.4 et 3.5. Pour ce test, des quantités croissantes en HE ont été utilisées pour
apprécier 1’action « dose-dépendante » de 1’essence du thym commun.

E. coli et S. aureus sont les deux germes les plus sensibles au pouvoir inhibiteur des vapeurs de ’'HE
avec des DZI de I’ordre de 68 et 64 mm, respectivement, suivi par S. arizona. A forte concentration,
un effet bactéricide a été obtenu pour E. coli, K. pneumoniae et S. aureus car ces germes ont &té
inhibés totalement. En revanche, les espéces du genre Pseudomonas demeurent les plus résistante ou

aucune zone d’inhibition n’a été constatée et ce pour toutes les doses utilisées.

Concernant le screening antifongique, de meilleurs résultats ont été obtenus en phase vapeur ou toutes
les souches ont été inhibées totalement a 60 uLL en HE par disque. Une action antifongique « dose-

dépendante » a ¢été aussi signalée. L’espéce S. cerevisiae, un germe largement impliqué dans
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I’altération des denrées alimentaires et le changement des propriétés organoleptiques et sensorielles, a
présenté une sensibilité importante a I’action inhibitrice de I’HE avec des DZI qui varient entre 50 et
80 mm. De la méme fagon, cette levure a été inhibée totalement en aromatogramme. Ces résultats tres
encourageants, nous ont amenés a approfondir notre étude a travers 1’évaluation du pouvoir
antifongique de I’HE vis-a-vis de S. cerevisiae dans une matrice alimentaire et pouvoir apprécier ainsi
son efficacité comme conservateur alimentaire naturel, en comparaison avec des additifs de syntheése.

Les résultats de ce travail seront présentés et discutés ultérieurement.

A la lecture de la littérature scientifique, il apparait que la microatmosphere est trés peu documentée.
En effet, rares sont les articles qui traitent de cette méthode. Les études réalisées par Tyagi et Malik
(2010, 2011) ont mis en exergue I’efficacité de la phase vapeur ans I’inhibition de la croissance des
germes comparativement a la phase liquide. Ceci a été confirmé notamment sur les Gram+ et les

souches fongiques.

W Antiblogramme

C. olbicons
OMicroztmosphére
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Figure 3.5. Pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle du thym commun :

Aromatogramme vs Microatmosphere vs Antibiogramme.

Par la méme occasion, ces auteurs recommandent 1’exploitation de cette propriété pour 1’utilisation
des HE dans la bioconservation des denrées alimentaires. En phase liquide, I’HE est additionné a une
grande concentration pour obtenir I’effet escompté (a savoir la bonne conservation de I’aliment) mais
cela sera au détriment des propriétés organoleptiques des denréesqui vont étre modifiées voire
altérées. Pour y remédier a ce probléme, lesdits auteurs préconisent 1’'usage de I’HE en phase vapeur
car une tres faible quantité de celle-ci permettra d’avoir 1’effet recherchée. A titre d’exemple, ils
recommandent I’incorporation des HE dans I’emballage et le packaging des aliments. Et puisque

I’HE est volatile, donc elle va inhiber et ¢liminer tout contamination bactérienne et fongique sans le
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moindre contact avec aliment ce qui permet de conserver, au méme temps, les propriétés
organoleptique et sensorielle de I’aliment. Cette constatation a ¢été confirmée par une étude
récente(Tyagi et al., 2013)

3.2.4. Détermination des Concentration Minimales Inhibitrices

La détermination des CMI a été accomplie uniquement pour les germes ayant montré une grande
sensibilité vis-a-vis de 1’action inhibitrice de I’HE. Du fait de la non miscibilité des HE dans la gélose,
I’incorporation d’un dispersant (Tween 80) a été nécessaire pour une bonne diffusion a travers le
milieu gélosé. Par ailleurs, la gamme de dilutions en HE utilisée, lors de cette étude, varient entre 1 a

0.001%. Les résultats de cette analyse sont colligés dans le Tableau 3.6.

Tableau 3.6.Concentrations Minimales Inhibitrices déterminéespar macrodilution.

Souches microbiennes CMI %)
Escherichia coli 0,03
Klebsiella pneumoniae 0,03
Salmonella arizona 0,03
Staphylococcus aureus 0,03
Candida albicans 0,03
Saccharomyces cerevisiae 0,03

Toutes les levures testées sont trés sensibles a I’action inhibitrice de I'HE du thym, avec des valeurs
de CMI de I’ordre de 0.03%. Des résultats similaires aux notres ont été rapportés par d’autres travaux
antérieurs (Pina-Vaz et al.,2004).Cependant, il est difficile, voire problématique, de faire des
comparaisons entre les valeurs des CMI de différentes ¢tudes. Beaucoup des HE ont la réputation
d’étre des anti-infectieux efficaces, néanmoins les résultats actuellement publiés sont controversés.
Les deux raisons principales sont d’une part la trés grande variabilité de la composition chimique des
essences du genre Thymus et, d’autre part, le manque de fiabilité des méthodes microbiologiques
appliquées aux produits insolubles (Hyldgaard, 2012).

Une équipe Frangaise (Giordani et al., 2004) reste, sans conteste, celle qui a le plus travaillé pour
valoriser le pouvoir antifongique des extraits aromatiques du thym commun en aromathérapie anti-
infectieuse. A défaut d’antifongiques nouveaux et plus puissants, des travaux ont permis de favoriser
I’action antifongique de molécules comme I’ Amphotéricine B de telle fagon que la quantité nécessaire
soit inférieure et permette alors d’espérer une diminution des effets secondaires indésirables. Ainsi,
Giordanier al. (2004) ont montré que 1’utilisation des HE de 7. vulgaris, en concomitance avec les
antifongiques de syntheése (Amphotéricine B), pourrait induire une diminution (80% de la CMI
initiale) de la quantité de cet antifongique nécessaire a une inhibition de la croissance fongique.
Expérimentalement, les HE du thym et de ses hybrides ont fait preuve de leur efficacité antifongique,
parfois méme supérieure a celle des antifongiques commerciaux (Hussain etal., 2010; Pinto et al.,
2013 ;Fadli et al., 2012 ; Asdadi et al., 2014 ; Kamdem et al., 2015).
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3.3. Screening antimicrobien de I’huile essentielle de lavande

3.3.1. Aromatogramme antibactérien de I’huile essentielle in vitro

Le screening antibactérien et antifongique de I’essence aromatique de Lavandula stoechas a été
réalisé,in vitro, sur plusieurs souches microbiennes isolées cliniquement. Au total, sixbactéries ont été
utilisées ainsi que sixchampignons (2levures et4mycéliums filamenteux (moisissure)).Les résultats de
cette étude antimicrobienne sont rapportés dans leTableau3.7. A noter que le diametre du disque (9

mm) a été inclus dans le calcul de la zone d’inhibition.

A la lecture des résultats obtenus en aromatogramme, il apparait clairement que I’essence de lavande
posséde une action inhibitrice sur la croissance de tous les germes testés avec une action « dose-
dépendante ». A la dose de 20 puL/disque, la souche S. aureus demeure le germe le plus sensible avec
un DZI de 28 mm, suivi par E. coli (24 mm) considéré comme un indicateur de contamination fécale.
A forte concentration en HE (60 puL/disque), c’est toujours le staphylocoque pathogene qui a manifesté
une grande sensibilité avec un DZI de 56 mm, suivi par E. coli (40 mm) et P. aeruginosa (34 mm). Il
est a noter aussi que cette action antimicrobienne est largement supérieure a la gentamycine (contrdle
positif), un antibiotique a large spectre de la famille des aminoglycosides ou les DZI obtenus ne

dépassent pas, dans les meilleurs des cas, 25 mm.

Tableau 3.7.Screening antibactérien in vitro de I’essence aromatique de Lavandula stoechas.
Méthodes utilisées
Aromatogramme Microatmosphére Antibiogramme
(DZI, mm) (DZI, mm)
Quantité Huile essentielle (uL/disque) Gentamycine
20 40 60 20 40 60

Bactéries a Gram-

Escherichia coli 24 32 40 12 36 55 14
Klebsiella pneumoniae 12 16 18 - 36 42 20
Pseudomonas aeruginosa 12 24 34 - - - 25
Pseudomonas fluorescens 12 14 18 - - - 24
Salmonella arizona 12 14 16 - - - 24
Bactéries a Gram+

Staphylococcus aureus 28 40 56 25 44 60 -

DZI = Diametre de la Zone d’Inhibition ; (-) : absence de zone d’inhibition.

Les résultats de notre screening antimicrobien semblent étre en accord avec d’autres travaux indiquant
que les HE de populations non-algériennes de L. stoechas possédent également des activités
antiseptiques. Il a été rapporté que l'huile volatile de plantes en provenance de Tunisie a une
actionantibactérienne vis-a-vis deStaphylococcus aureus (Bouzouitaet al., 2005). De méme, des
activités antibactériennes ont été signalées pour ’'HE de L. stoechas sauvage de Turquie (Goren et al.,

2002), d’Italie (Angioni et al., 2006) ou a partir de plantes cultivées en Australie (Moon et al., 2007).
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Dans I'une des larges études dans ce champ, Deans et Ritchie (1987) ont analysé cinquante HE, a
quatre concentrations, contre une série de 25 genres de bactéries. Dans le cas de la lavande, ils ont
révélé qu’elle est largement efficace contre différentes souches, particulierement contre 1’indicateur
fécal Enterococcus faecalis. Le genre Bacillus a été également retrouvé comme étant sensible a I’'HE
de lavande dans de nombreuses études (Deans and Ritchie, 1987; Lis-Balchin ef al., 1998). L’étude
de Jeanfilser al. (1991) a révélé que les propriétés antibactériennes de la lavande dépassent celles de
I’Allium cepia.En effet, ’'HE de lavande a révélé une action sur le Bacillus stearothermophilus, un
important germe impliqué dans la détérioration des aliments capable de résister aux températures
¢levées. Ces travaux indiquent que les extraits de lavande possédent un large spectre bactéricide
contrairement aux extraits d’oignons. De plus, les extraits aromatiques de lavande ont une activité

prononcée contre les membres du genre Salmonella.

Dans notre étude, la composition chimique de I’HE utilisée est dominée par la présence de molécules
oxygénées. Les deux principaux constituants, 1’alcool (linalool) et son ester ’acétate de linalyle,
représentent presque 2/3 de la quantité totale. Ils appartiennent a la classe des monoterpénes oxygénés
et leurs structures chimiques sont trés proches.Une revue de littérature fait apparaitre que les HE riches
en alcools possedent généralement un fort pouvoir antimicrobien. Les alcools sont d’ailleurs reconnus
pour exercer un effet plutot bactéricide que bactériostatique (Dorman et Deans, 2000). Dans le travail
men¢é par Dorman et Deans (2000), les alcools terpénoides ont montré une activité contre les germes

testés, en agissant comme des agents dénaturant les protéines ou des agents déshydratants.

Dans une autre étude, c’est le linalool qui s’est montré le plus efficace avec 1’inhibition de 17
bactéries. Il était suivi par le cinéole et le géraniol (chacun d’eux inhibant 16 bactéries), puis par le
menthol et le citral qui ont inhibé respectivement 15 et 14 bactéries (Pattnaik et al., 1997). De ce fait,
le pouvoir antimicrobien de 1’essence de la lavande pourra étre relié, sans doute, a son profil
biochimique caractéris¢é par la prédominance des composés oxygénés (90%) (Cavanagh &
Wilkinson, 2002).

Cependant, ces composés ne peuvent étre responsables des effets générés par I’HE sur les germes
microbiens. Viljoen et al. (2003) ont démontré que 1’effet synergique peut étre actif dans une
association entre le 1,8-cinéol et le camphre. Ces deux composés ont été également détectés a faible
taux dans notre échantillon aromatique. Cela démontre, sans contestation possible, que la différence
d’activité antiseptique des HE ne peut pas s’expliquer par la présence d’un principe actif et, encore
moins, par sa seule concentration. Il est cependant probable que les composés minoritaires agissent de
facon synergique. De cette manicre, la valeur d’'une HE tienne a son « Totum », c’est a dire dans
I’intégralité de ses composants, et non seulement a ses composés majoritaires. Il se dégage, de ces
¢tudes expérimentales, que le phénomeéne « synergie-inhibition» prend ici toute sa valeur
démonstrative(Duraffourd & Lapraz, 2002 ; Goetz & Ghedira, 2012).
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Dans une récente publication, Yap et al. (2014) ont voulu démontrer 1’efficacité¢ antibactérienne de
I’essence aromatique de lavande, en synergie avec un antibiotique, sur une souche multi-résistante :
Escherichia coli. Cette bactérie fait partie de notre flore intestinale, mais peut induire des pathologies
(gastro-entérites, infections urinaires, etc.) La souche E. coli était ici résistante a la pipéracilline. Apres
exposition a I’HE de lavande, les bactéries ont été décimées. L’huile a agi en altérant les membranes
externes des bactéries par le biais du « Quorum Sensing » des bactéries. Le quorum sensing est la
capacité de bactéries & communiquer avec leurs congéneres via des signaux moléculaires. L’étude a
donc permis de comprendre le mécanisme d’action antibactérien de I’HE de lavande qui comprend une

altération de la membrane externe des bactéries, ainsi qu’une inhibition de leur détection du quorum

Un second essai a porté sur une autre bactérie, Acinetobactersp., responsable de maladies
nosocomiales (Sienkiewicz et al., 2014). Elle pose de nombreux problémes en milieu hospitalier du
fait de son antibiorésistance, son aptitude de production d’un biofilm et sa capacité de survie sur une
surface neutre. L’HE de lavande a été testée en comparaison avec celles de cannelier et de géranium.
Elle s’avere moins efficace que les deux autres huiles étudiées, mais cette étude permet de montrer que

ces extraits aromatiques pourraient étre utilisés en milieu hospitalier pour la désinfection et I’hygiéne.

Une autre étude scientifique a analysé le mode d’action antibactérien et anti-inflammatoire de 1’huile
essentielle de lavande officinale (Giovannini ef al., 2016). En effet, plusieurs études démontrent ces
propriétés mais les chercheurs ont voulu observer sa réponse par rapport a une bactérie particuliere, le
Staphylococcus aureus. Cette espéce est une bactérie présente naturellement chez I’homme mais qui,
dans certaines circonstances, peut devenir pathogene. Elle est responsable de maladies nosocomiales et
de pathologies dermatologiques. Du fait de sa grande résistance a certains antibiotiques, son traitement
est d’autant plus difficile. L’essai a prouvé une action antibactérienne et anti-inflammatoire par la
stimulation de la réponse des macrophages. Plus précisément, I’HE de lavande augmente le taux de
phagocytes, et stimule le confinement de la réplication bactérienne intracellulaire par les macrophages.
Elle permet aussi une répression des cytokines pro-inflammatoires et leurs récepteurs. Le résultat est

intéressant, car permettrait de mettre en place des traitements (conjoints a des ATB) contre S. aureus.

Dans une autre étude, publiée dans la revue « Journal of Microbiology, Immunology and Infection »,
I’HE de lavande est associée a deux autres huiles, le giroflier et le géranium odorant (Panahi et al.,
2014). Les effets de ce mélange ont été comparés a ceux de la ciprofloxacine (antibiotique de la
famille des fluoroquinolones). Soixante-dix patients sont divisés en deux groupes : le « contrdle »
recoit des gouttes de ciprofloxacine tandis que le groupe « essai » bénéficie des gouttes du mélange
d’HE. Les gouttes sont appliquées deux fois par jour, pendant une semaine. Les résultats sont étudiés
par rapport a I’évaluation de la douleur et 1’observation de 1’évolution des symptdmes de I’otite
externe (gonflement, cedéme, démangeaisons). Il n’y a pas de différence significative entre les résultats

des deux groupes, ce qui montre que le mélange d’HE est aussi efficace que 1’antibiotique dans le
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traitement d’une otite externe. Cependant I’essence de lavande ne peut étre administrée qu’a des

enfants de plus de 36 mois, a cause du camphre qu’elle contient.

3.3.2.Aromatogramme antifongique de I’huile essentielle in vitro
Les résultats du pouvoir antifongique de I’HE de lavande en phase liquide sont colligés dans le

Tableau 3.8 et ce en comparaison avec un antiseptique (Héxomédine) prise comme contrdle positif.

Au vu des résultats obtenus, I’HE de lavande est douée d’un fort pouvoir inhibiteur aussi bien sur les
souches levuriformes que les isolats mycéliens. A forte concentration en HE, les DZI enregistrés
varient entre 34 et 40 mm pour les levures et entre 36 et 70 mm pour les moisissures. Penicillium sp.
demeure le champignon le plus sensible a 1’action inhibitrice avec une DZI de 40 mm alors que le
controle positif, représenté par une solution antiseptique d’Héxomédine, aucune zone d’inhibition n’a
¢été notée et ce pour les différents volumes utilisés. Le méme constat est rapporté pour la souche

Verticillium sp. Une action « dose-dépendante » a été signalée pour toutes les souches fongiques.

Tableau 3.8.Screening antifongique in vitro de 1’essence aromatique de Lavandula stoechas.

Méthodes utilisées

Aromatogramme (DZI, mm) Microatmosphére (DZI, mm) Antifongigramme

Quantité Huile essentielle (nL/disque) HEX

20 40 60 20 40 60 20 40 60
Souches levurifomes
C. albicans 24 34 40 20 40 85 22 26 30
S. cerevisiae 22 30 34 - - 35 28 32 36
Souches mycéliennes
A. niger - 35 64 - - - 12 20 28
Fusarium sp. 12 16 36 10 24 32 12 20 22
Penicillium sp. 40 48 56 22 44 56 - - -
Verticillium sp. 20 40 70 16 40 68 - - -

DZI = Diamétre de la Zone d’Inhibition ; (-) : absence de zone d’inhibition ; HEX : Solution Héxomédine (Antiseptique)

Beaucoup de chercheurs ont confirmé la présence de l'activité antifongique des métabolites terpéniques
des lavandes. Nos résultats sont en concordance avec ceux de plusieurs travaux antérieurs (Angioni
etal., 2006 ; Zuzarteet al., 2013).Le mécanisme d’action des extraits aromatiques sur les souches
fongiques n’a pas ¢été totalement ¢€lucidé. Cependant, certaines études soulignent que [’action
antifongique de ces substances terpéniques est due a une augmentation de la perméabilité de la
membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci, entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et
donc la mort de la levure (Cox et al., 2000). La lyse des cellules de levure a ¢ét¢ montrée par la
libération de substances absorbant a 260 nm (Chami et al., 2005).

Plusieurs travaux ont mis en exergue les propriétés inhibitrices de plusieurs espéces du genre
Lavandula, en particulier vis-a-vis des souches Aspergillus nidulans et Trichophyton mentagrophytes

(Moon et al., 2007). Cependant, la comparaison de [’efficacité des extraits aromatiques, ou des
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constituants individuels, a travers les différentes publications, reste difficile a établir. Cette difficulté
réside dans le fait que les paramétres expérimentaux (méthodes employées, conditions physiologiques

des germes, dose utilisée) différent entre les études.

3.3.3.Pouvoir antibactérien et antifongique en phase vapeur

Contrairement aux résultats obtenus en aromatogramme, ceux de la microatmosphére (Tableau 3.7)
sont peu reluisant car la majorité des bactéries a Gram — ont manifesté une certaines résistance a la
phase vapeur, en particulier les germes du genre Pseudomonas avec une résistance totale a toutes les
doses utilisées. Uniquement le S. aureus et E. coli qui ont manifesté une certaine sensibilité, en
particulier a 60 pL, avec des DZI de I’ordre de 60 et 55 mm, respectivement.

En revanche et avec les souches fongiques, de meilleurs résultats ont été obtenus, en particulier pour
Candida albicans et Verticillium sp. ou les DZI notée étaient de 40 mm (40 pL). A forte dose, C.
albicans a été inhibé totalement (85 mm), suivi par Verticillium sp. (68 mm) et Penicillium sp. (56
mm). La souche aspergillaire (4. niger) n’a manifesté aucune sensibilité a la phase vapeur, ce qui est
en totale contradiction avec la phase liquide.

Figure 3.4. Pouvoir antifongique de 1’essence en phase vapeur a différentes concentrations.

En thérapie, I’essence de lavande pourra trouver une place comme désinfectant atmosphérique en
milieu hospitalier afin de lutter contre les infections nosocomiales et les contaminations aéroportées,
ainsi que pour le contréle de I’hygiéne de 1’air. Bien conduite, la diffusion atmosphérique devient un
procéd¢é idéal visant a la protection et a la prévention contre les infections nosocomiales et les
pathologies hivernales (De Billerbeck, 2002 ; Laird et Phillips, 2012). Rappelons pour mémoire que
ce sont les médecins, « parfumeurs et fumigateurs », qui ¢été chargés de la désinfection des locaux et de
I’hygiéne hospitaliére au XVII®™ siécle (Pibiri, 2006). En plus de leurs actions bactéricide et
fongicide, les essences de lavande ont la particularit¢ d’avoir des effets psychophysiologiques

bénéfiques (Lis-Balchin, 2002).
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3.4. Activité antifongique de I’essence du thym dans une matrice alimentaire

Eu égard des résultats trés encourageants concernant I’action antifongique de 1’essence du thym en
phase liquide et vapeur, avec une inhibition totale de certaines souches fongique, nous avons essay¢ de
transposé ces résultats dans une matrice alimentaire afin de vérifier ce pouvoir inhibiteur dans une
boisson gazeuse sucrée et fruitée type Orangina.

A cet effet, I’essence a été ajoutée au jus pour 1’obtention, au final, de plusieurs concentrations de (1 et
0.5 mL/L). Et pour étudier la cinétique de la croissance fongique, nous avons inoculé chaque
échantillon par une charge de Saccharomyces cerevisiae.En outre, un 3™ lot de boisson a été
supplémenté en HE suivi par un faible traitement thermique (80°C pendant 2 min). Ceci a été réalisé
pour apprécier 1’efficacité d’une combinaison HE-traitement thermique sur I’inhibition de la croissance

fongique, en comparaison avec du jus conservé uniquement avec de I’HE.

A J-0 et a la lecture des résultats obtenus, une croissance fongique est notée pour tous les échantillons
traités avec ’HE ou les valeurs Log UFC/mL obtenus varient entre 2 et 3 pour les boissons
supplémentées en HE et ayant subi un traitement thermique, alors que ces valeurs sont 1égérement
supérieurs pour les autres lots(Figure 3.5). Cependant et a J-2, une inhibition totale de la croissance
levuriforme a été notée pour les lots ayant subi un traitement thermique, en comparaison avec le jus
conservés avec des produits de synthése (benzoates et sorbates) ou I’inhibition totale n’a été obtenue

qu’au 4°"°

jour de I’expérience. Par contre et pour les boissons ayant été traitées uniquement par un
traitement thermique, uniquement une diminution de la charge fongique qui a ét€ notée sans inhibition
totale. De ce fait, la pasteurisation seule (80°C/2 mn) demeure insuffisante pour une meilleure
conservation des boissons contre les altérations fongiques. Seul les jus traités par une combinaison

HE-Pasteurisation qui ont révélé une inhibition totale et rapide de la croissance levuriforme.
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HE : Jus supplémenté avec I’Huile essentielle ; P-HE : Jus pasteurisé-huile essentielle ; P : jus pasteurisé ; Sin : Jus avec
conservateurs de synthése.

Figure 3.5. Cinétique de la croissance fongique de Saccharomyces cerevisiae pour les différents
traitements appliqués au jus Orangina.
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En définitif, ’HE du thym commun était apte a réduite totalement la croissance fongique a toutes les
doses utilisées, seules ou en combinaison avec un traitement thermique. Elle a démontré le bien-fondé

de son utilisation comme conservateur alimentaire naturel.

De nombreux produits d’origine végétale sont déja utilisés dans I’alimentation. Il s’agit principalement
de plantes ou d’extraits de plantes, d’épices et d’HE.Parmi tous les produits d’origine végétale, les HE
semblent étre les plus prometteuses. Pour garder 1’image naturelle « green » des aliments, une des
possibilités est 'utilisation des HE comme des additifs antimicrobiens.Elles stimulent d’une part
I’appétit grace a leur odeur typique. Elles ont aussi, selon les différentes huiles, des propriétés
antimicrobiennes et antiseptiques, certainement dues a un changement de la solubilité des lipides
membranaires bactériens. Il a ¢galement été démontré in vitro que les constituants hydrophobes des
HE sont capables de désintégrer les membranes d’E. coli ou de S. typhimurium (Hyldgaard et al.,
2012)

A nos jours, rares sont les travaux qui ont été consacré a 1’é¢tude de I’efficacité antimicrobienne des HE
dans une matrice alimentaire (Burt, 2004). La majorité des études sont basées sur 1’évaluation de cette
activité in vitro. Dans notre travail et au vu des résultats obtenus, la fraction aromatique du thym
commun pourra étre recommandée comme antimicrobien naturel, en substitution aux additifs

alimentaires chimiques, non dénudés d’effet indésirables.

Certains travaux ont confirmé la possibilité d’utiliser les HE pour prolonger la durée de la conservation
des aliments. C’est I’exemple d’une étude récente(Tyagi ef al., 2013), publié¢ dans « Food Chemistry »,
qui a rapporté¢ que l’incorporation de I’essence de menthe verte, dans les jus de fruit de pomme
préparés d’une fagon artisanale, était capable réduire la cinétique de croissance de Saccharomyces
cerevisiae et que cette réduction serait totale en combinaison avec un traitement thermique de courte

durée.

Sur le plan économique, la complexité des HE explique actuellement pourquoi les industriels agro-
alimentaires ont toujours préféré les composés synthétiques. Ils sont principalement intéressés par la
découverte des structures chimiques actives a partir desquelles ils peuvent développer et préparer des
analogues synthétiques. Ce sont plus controlables du point de reproductibilité, brevetabilité, et sont
plus économiquement viables. En conséquence, les différents composants d'HE sont actuellement sous

la recherche spécifique pour élucider leur activité particuliere (Hyldgaard et al., 2012).
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CONCLUSION

Les huiles essentielles et les aromes extraits a partir des herbes aromatiques et des épices sont
le résultat d’un mélange complexe de substances volatiles. Ils sont généralement présents a de tres
faibles concentrations dans les plantes a parfum. L’usage des huiles essentielles, leur efficacité anti-
infectieuse a été scientifiquement démontrée in vitro et in vivo alors qu'on les utilise, de fagon
empirique depuis des siecles. En aromathérapie scientifique, il s’agit de mettre en valeur les propriétés

biologiques en s’appuyant sur la composition de ’huile essentielle.

Eu égard de I’'importance de ces huiles en phytothérapie, en particulier celle du thym commun et de
lavande papillon, il nous a semblé nécessaire, voire primordial, de consacrer une étude compléte pour
asseoir leurs activités antibactérienne et antifongique, in vitro et dans une matrice alimentaire, en vue

de la valoriser comme conservateur alimentaire ou encore comme ingrédient nutraceutique.

Le premier objectif de notre travail était de déterminer la composition chimique des huiles essentielles
par analyse chromatographique. L’analyse semi-quantitative a révélé la prédominance des composés
oxygénés dans les deux huiles avec la présence des alcools et des phénols comme composés

majoritaires.

Une fois I’étape de la caractérisation chimique achevée, un screening antimicrobien des ces huiles a été
accompli par deux méthodes complémentaires sur une large gamme de souches microbiennes. C’est
I’essence du thym qui a exhibé le plus fort pouvoir antibactérien, comparativement a celle de la
lavande ou I’inhibition n’a été que partielle voire faible. Dans tous les cas, ces deux huiles aromatiques
ont exhibé un pouvoir inhibiteur largement supérieur a 1’antibiotique et a 1’antiseptique, pris comme
controle positif. En outre, une action fongicide a été constatée aussi bien en phase liquide qu’en
microatmosphere. Une inhibition totale a été signalée pour toutes les souches fongiques ce qui ouvrent
des perspectives d’application de cette huile comme ingrédient actif dans des formulations

galéniquespour la lutte-prévention des mycoses superficielles.

Par ailleurs, I’efficacité antifongique de I’essence a ¢été vérifiée en 1’incorporant dans une matrice
alimentaire (jus de fruit gazéifié type Orangina), seule ou en combinaison avec un traitement
thermique. L’essence du thym a permis une réduction totale et rapide de la croissance fongique, en
comparaison avec le contrdle négatif. Ces résultats sont trés encourageants pour une éventuelle
utilisation des huiles aromatiques en bioconservation des denrées alimentaires, en substitution aux
additifs de synthése qui ne sont pas dénudés d’effets indésirables.
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Comme perspectives, il serait intéressant d’apprécier 1’action antifongique de cette essence en
comparaison avec les composés purifiés afin de confirmer les possibles effets synergiques entre

différents composés, majoritaire et minoritaire.

Une approche récente consiste a combiner [’utilisation des métabolites terpéniques avec des
antibiotiques. C’est la une nouvelle stratégie pour surmonter les problémes de résistance et des effets

secondaires associés aux médicaments.

En outre, il nous parait utile de tester 1’action antimicrobienne de I’huile sur une large gamme de
microorganismes, en particulier des germes multirésistants (Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline, Enterococcus faecalis résistant a la vancomycine) ou ceux impliqués dans les infections

nosocomiales, les dermatophytes ou encore des champignons phytopathogenes.

Il serait temps de s’affranchir la barriere in vitro et de passer aux études in vivo, voire cliniques. Le
mode d’action des huiles au niveau cellulaire des germes microbiens a été rarement abord¢é. De méme

que la cinétique d’inhibition au cours de la croissance fongique.

L’image positive que véhiculent les produits naturels est un acquis qui ne devra pas occulter I’aspect
toxicologique. Il est primordial d’accomplir des investigations approfondies concernant 1’aspect

cytotoxique des molécules terpénique, in vitro et in vivo.

Par ailleurs, les propriétés organoleptiques de 1’aliment doivent faire I’objet d’une analyse sensorielle
afin de limiter, au maximum, les possibles altérations ou changements de ces caractéristiques suite a

I’addition des huiles aromatiques.

En définitive, 1’objectif premier de notre travail a été atteintin vitro puisque nous avons contribué a
valoriser la fraction aromatique de deux plantes médicinales Algériennes, thym commun et lavande
papillon, comme source potentielle de conservateur antimicrobien alimentaire. L'essence du thym peut
constituer les prémisses d'une nouvelle ére d'industrialisation pour un intérét futur, aussi bien

alimentaire que thérapeutique.
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Matériel non biologique

Annexe |

» Appareillage, Verreries et Réactifs

Tableau 1.Appareillages, Verreries et Réactifs.

Appareillages Verreries Réactifs
et autres et solutions
- Hotte - Béchers - Eau physiologique (0.9%)

- Plaque chauffante

- Bec bunsen

- Bain marie

- Etuves

- Incubateur

- Portoir de tubes a essai
- Réfrigérateur

- Balance de précision

- Rampes filtrante

- Microscope optique

- Pince de laboratoire
- Micropipette

-Pied a coulisse

- Anse de platine

- Flacons stériles

- Disques vierges (9 mm)
- Boites Pétri stériles

- Pipettes Pasteurs

- Ecouvillons stériles
- Tubes a essai stériles
- Lame et lamelle

- Seringues

- Membrane filtrante

- Tween 80

- Gélose Sabouraud +
Chloramphénicol

- Muller-Hinton (MH)

- Gélose nutritif (GN)

- Solution Héxomédine

(0.01%)




Annexe I

Figure 01. Ir;cubateur a 25°CFigure 02.Incubateur a 37°C
(Originale, 2017).(Originale, 2017).

Figure 03.Ramps filtranteFigure 04.Membranes filtrante
(Originale, 2017).(Originale, 2017).

Figure 05.Bouteille de jus Orangina en vertFigure 06.Bouitélle de jus Orangina en

(Originale, 2017). Plastique (Originale, 2017).



Annexe 111

> Résultats de Pactivité antibactérienne de I’huile essentielle de Lavandula stoechas L.

Pseudomonas fluoresensSalmonella arizonaStaphylococcus aureu

Figure 07. Zones d’inhibitions de la croissance de souches bactériennes testées vis-a-vis d’huile

essentielle de Lavandula stoechas L. (Originale, 2017).

» résultats de ’activité antifongique de lavandula stoechas

Penicillium sp Saccharomyces cerevisiaeVerticilium sp



Figure 08. Zones d’inhibitions de la croissance de souches fongiques testées vis-a-vis d’huile

essentielle de Lavandula stoechas L. (Originale, 2017).

> Résultats de ’activité antibacterienne de HE thymus vulgaris

\"‘\‘ O Y
0

Pseudomonas fluoresensSalmonella arizonaStaphylococcus aureu

Figure09. Zones d’inhibitions de la croissance de souches bactériennes testées vis-a-vis d’huile

essentielle de Thymus vulgaris L. (Originale, 2017).

» résultats de activité antifongique de Thymus vulgaris




Penicillium spSaccharomyces cerevisiae Verticilium sp

Figurel0. Zones d’inhibitions de la croissance de souches fongiques testées vis-a-vis d’huile

essentielle de Thymus vulgaris L. (Originale, 2017).

> Résultats de la détérmination de la cencentration minimale inhibitrices de I’huile essentielle

de Thymus vulgaris L.

Figurell. Cencentrations minimales inhibitrices Figure 12. Cencentrations minimales

deHE deThymus vulgaris L.vis-a-vis inhibitrices des huiles essentielles de

des bactéries testées (Originale, 2017).Thymus vulgaris L.vis-a-vis des champignons

testées (Originale, 2017).

» Résultat de teste « Biocontrole » : activité antifongique dans une matrice alimentaire



Avec traitement (300, 100, 50 pl)

Sans traitement (300, 100, 50 pl)

Témoin positif Témoin négatif

Figure 13. Résultats de 1’évaluation de I’activité antifongique sur une matrice alimentaire (Jo) (Originale,

2017).
_
Avec traitement (300, 100, 50ul)
_
Sans traitement (300 10050pl)
-
Témoin positif Témoin négatif

Figure 14. Résultats de I’évaluation de I’activité antifongique sur une matrice alimentaire (J,)(Originale,

2017).



Avec traitement (300 100 50 pl)

Sans traitement (300 100 50pul)

Témoin positif ~ Témoin négatif

Figure 15. Résultats de ’évaluation de I’activité antifongique sur une matrice alimentaire (J,)(Originale,
2017).

Avec traitement (300 100 50 pl)

Sans traitement (300 100 50 pl)

Témoin positif Témoin négatif

Figure 16. Résultats de 1’évaluation de 1’activité antifongique sur une matrice alimentaire (J;)(Originale,
2017).
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