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Bactéries à GRAM négatif : C’est à dire quelles possèdent une paroi et cette paroi est 

spécifiquement formé de deux élément : une membrane externe surmontant une couche de 

peptidoglycane qui est un composé exclusif des Eubactéries. 

Bactéries à GRAM positif : Les bactéries à GRAM positif se caractérisent aussi par la 

présence d’une paroi cellulaire entourant leur membrane cytoplasmique. Mais elle est de 

structure différente de celle des bactéries à GRAM négatif. En effet, elle se compose d’un seul 

élément uniquement formé d’une épaisse couche de peptidoglycane et ne comporte pas la 

membrane externe typiquement présent chez les bactéries à GRAM négatif. 

CMI (Concentration minimale inhibitrice) : Nous pouvons définir la concentration minimale 

d’un compose vis-à-vis d’une espèce bactérienne comme étant la plus petite concentration de 

ce composé qui empêche tout le développement de la bacterie donnée. En termes d’ordre de 

grandeur, les CMI correspondent à des valeurs proches du µg/ml : dans tous les cas plus la CMI 

est faible, plus antibactérien est actif.  

La gentamicine : est un antibiotique de la famille des (aminosides) aminoglycosides utilisé 

pour traiter divers types d'infections bactériennes, en particulier celles provoquées par des 

bactéries à Gram négatif. 

La gentamicine est utilisée sous forme de sulfate en solution injectable, par voie parentérale. 

Fluconazole : est un antifongique apparenté à la famille des imidazolés. Traiter les candidoses 

généralisées et les mycoses de la peau et des muqueuses (candidose buccale, vaginale, de 

l'œsophage...) lorsqu'un traitement local n'est pas possible. 

Antiseptique : remède contre la gangrène. Produit utilisé sur les surfaces externes du corps, qui 

détruit les microorganismes : bacteries. etc.    

Antibiotique : est une substance naturelle ou synthétique qui détruit ou bloque la croissance 

des bactéries. 

 



  

Résume 

     Le présent travail a pour objectif l’exploitation des huiles essentielles du citron (Citrus limon 

L), de l’ail (Allium sativum L), et de thym (Thymus vulgaris L) et leur valorisation à travers leurs 

activités : antioxydante et antimicrobienne, ainsi que leur utilisation comme agents naturels 

pour réduire l’oxydation et la conservation des huiles végétales a large consommation. 

     Le rendement d’extraction de ces déférentes huiles essentielles est obtenu 0.19% ; 0.11% ; 

0.1% (le thym, citron et l’ail respectivement). Les analyses des paramètres de qualité ont été 

réalisées : l’acidité libre, l’indice de peroxyde, les coefficients d’extinctions, dosage des acides 

gras et la teneur en pigments, des huiles fixes et huiles aromatisées sont conformes aux 

normes de COI, et Codex Alimentarius. L’extraction des HEs des trois plantes a été effectuée 

par hydrodistillation, et leur composition chimique a été identifiée (GC/MS), montre que Citrus 

limon L contient de 98.7% de monoterpènes (D-Limonene 74,39% ; α-Terpinene 7,61%), 

Thymus vulgaris L de Monoterpènes de 96,316% (Thymol 42,63 % ; Carvacrol 20 ,24% ; γ-

Terpinène 20,47%) et Allium sativum L de Sulfures de 89,714% (Diallyl trisulfide 35,39% ; 

Diallyl disulfide 21,85%).  

       L’analyse quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu a révélé 

une augmentation des composes phénoliques des huiles aromatisées par apport aux huile 

témoins, l’huile Olea europaea aromatisées avec le HE du Thymus vulgaris possède la teneur 

la plus élevée, avec une valeur de 170,23 mg EAG/kg. Les huiles ont été également soumises 

à un criblage pour leur activité antimicrobienne possible in vitro, contre quatre souches de 

bactéries pathogènes et deux espèces de levures, en employant la méthode de diffusion à 

partir d’un disque solide. Huile essentielle de l’Allium sativum est plus efficaces sur les souches 

fongiques (82mm), que les bacteries varie entre (15mm, 46mm), l’HE du Thymus vulgaris a 

un effet antimicrobien très important (ZI˂48mm), HE du Citrus limon a une activité moyenne 

sur les levures(˂20mm) et les bacteries,(˂13mm).Les huiles végétales ont une activité 

antimicrobienne moyenne huile de Elio ˂11mm, huile Oléastre ˂12mm.  

L’évaluation de la stabilité oxydative par le test DPPH, montre que les huiles aromatisées 

révèlent une activité de piégeage du radical DPPH relativement moins élevée que celle des 

huiles témoins. D’après les résultats de cette recherche, les huiles essentielles de l’ail, citron 

et le thym ne peuvent être utilisées pour augmenter la stabilité oxydative des huiles végétales. 

Les huiles végétales aromatisées favorisent l’activité antifongique que celle des huiles 

témoins.  

Mots clés : Huiles essentielles, Activité antibactérienne, Activité antioxydante, Huile 

de table, huile Olea europaea L.



  

Abstract 

     The present work has as objective the exploitation of essential oils of lemon (Citrus 

limon L), garlic (Allium sativum L), and thyme (Thymus vulgaris L) and their valorization 

through their activities: antioxidant and antimicrobial as well as their use as natural 

agents to reduce the oxidation and the conservation of vegetable oils has large 

consumption. 

     The extraction yield of these different essential oils is obtained 0.19%; 0.11%; 0.1% 

(thyme, lemon and garlic respectively). The analyses of the quality parameters were 

carried out : free acidity, peroxide value, extinction coefficients, fatty acid composition 

and pigment content of the fixed and flavored oils are in accordance with the standards 

of COI, and Codex Alimentarius. The extraction of the EOs of the three plants was 

carried out by hydrodistillation, and their chemical composition was identified (GC/MS), 

shows that Citrus limon L contains of 98,7% of monoterpenes (D-Limonene74,39% ;γ-

Terpinene7,61%), Thymus vulgaris L of Monoterpenes of 96,316% (Thymol 42,63 % ; 

Carvacrol 20,24% ; γ-Terpinène 20,47%) and Allium sativum L of Sulfides of 89,714% 

(Diallyl trisulfide35,93%; Diallyl disulfide 21,85%). The vegetable oils have a medium 

antimicrobial activity Elio oil ˂11mm, Oleaster oil ˂12mm.  

The evaluation of oxidative stability by DPPH assay shows that the flavored oils reveal 

relatively lower DPPH radical scavenging activity than the control oils. D’après les 

résultats de cette recherche, les huiles essentielles de l’ail, citron et le thym ne peuvent 

être utilisées pour augmenter la stabilité oxydative des huiles végétales. Les huiles 

végétales aromatisées favorisent l’activité antifongique que celle des huiles témoins.  

 Key words: Essential oils, Antibacterial activity, Antioxidant activity, Table oil,   

Olea europaea L oil.



 

 

  ملخص

( Allium sativum L( والثوم )Citrus limon Lيهدف هذا العمل إلى استغلال الزيوت الأساسية من الليمون )

( وتعزيزها من خلال أنشطتها: مضادات الأكسدة ومضادات الميكروبات، وكذلك Thymus vulgaris Lوالزعتر )

 محافظة عليها للاستهلاك الواسع.استخدامها كعوامل طبيعية لتقليل الأكسدة الزيوت النباتية وال

)زعتر وليمون وثوم  0.1٪؛  0.11٪؛  0.19٪م الحصول على مردود استخلاص هذه الزيوت العطرية المختلفة ت

على التوالي(. تم إجراء تحليلات لمعايير الجودة: الحموضة الحرة، مؤشر البيروكسيد، معاملات الانقراض، تكوين 

 Codex و، COI اغ، الزيوت الثابتة والزيوت المنكهة التي تتوافق مع معاييرالأحماض الدهنية ومحتوى الصب

Alimentarius. 

 تركيبهمممما تحديممممد وتممممم الممممما ي، التقطيممممر طريممممق عممممن الثلاثممممة النباتممممات مممممن الاساسممممية الزيمممموت اسممممتخلاص تممممم

 مممممن ٪98.7 علممممى يحتممممو  Citrus limon L  أن علممممى يممممدل مممممما ،( GC / MS)ب الكيميمممما ي

monoterpènes  

 D-Limonene 74.39٪)؛ (α-Terpinene 7.61٪ ،   و يحتمممموL Thymus vulgaris مممممن 

Monoterpènes 96.316 ٪ بنسممممممممممبة (Thymol 42.63٪ ؛ Carvacrol 20.24٪ ؛ γ-

Terpinene 20.47٪ )وL Allium sativum 89.71٪ بنسممممممبة الكبريتيممممممدات مممممممن (Diallyl 

trisulfide 35.39٪ ؛ Diallyl disulfide 21.85٪.) 

ممما عمممن نشممماط مضممماد للميكروبمممات محتممممل فمممي المختبمممر ضمممد أربمممع سممملالات ممممن  ممما بحثع تمممم فحمممص الزيممموت أيضع

البكتيريمممما المسممممببة لومممممراض ونمممموعين مممممن الخميممممرة باسممممتخدام طريقممممة نشممممر القممممرص الصمممملب. يعتبممممر زيممممت 

Allium sativum   82) تتمممراوي بمممين  أكثمممر فاعليمممة علمممى السممملالات الفطريمممة ممممن البكتيريممما الأساسمممي) ملمممم

الأساسممممممي تممممممفثير مضممممممماد للفطريممممممات ومضممممممماد Thymus vulgaris، ولزيمممممممت م( لممممممم 46 ملممممممم، 15)

 م(لمممم20 ˂ (نشممماط مهمممم علمممى الخمممما رCitrus limon  للزيمممت الاساسمممي.ZI˂48) ملمممم(للميكروبمممات

 .مم( 13)˂ والبكتيريا

. يُظهر تقييم الثبات .ملم 12˂ زيتون وزيت ، ملم 11 متوسط للميكروبات مضاد نشاط ما دة على زيت يحتو 

ا من تلك  DPPHأن الزيوت المنكهة تكشف عن نشاط إزالة جذر  لـ  DPPHالتفكسد  بواسطة اختبار  أقل نسبيع

لا يمكن استخدام الزيوت الأساسية من الثوم والليمون والزعتر  البحث،الموجودة في زيوت التحكم. وفقعا لنتا ج هذا 

 للزيوت النباتية. تعزز الزيوت المنكهة النشاط المضاد للفطريات أكثر من زيوت التحكم. لزيادة الاستقرار التفكسد 

 Olea europaea زيت الما دة،زيت  لوكسدة،نشاط مضاد  للجراثيم،نشاط مضاد  أساسية،: زيوت الكلمات المفتاحية

L. 
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Introduction Générale  

 

    Les plantes médicinales constituent une source inépuisable et diversifiée de métabolites 

secondaires qui ont plusieurs applications : pharmaceutiques, médicinales, 

agroalimentaires, agronomiques et biotechnologiques. Ces métabolites sont à l'origine de 

plusieurs activités biologiques (Handa et al., 2008 ; Bouhareb et al., 2014). Les 

nombreuses plantes aromatiques se distinguent par la biosynthèse de molécules 

odorantes qui constituent ce que l'on appelle les huiles essentielles (HEs) connues depuis 

longtemps pour leur activité antiseptique et thérapeutique en médecine populaire 

(Franchomme et al., 2001). Dans notre société moderne, la médecine courante, se trouve 

confrontée à des problèmes majeurs, par exemple des espèces comme le citron (Citrus 

limon L), l’ail (Allium sativum L), et le thym (Thymus vulgaris L), sont décrite comme des 

agents antimicrobienne de large spectre (Heinrich et al., 2004). 

     De nombreuse bactéries ont développé une résistance à la plupart des ATB (Breuil et 

al., 2001 ; Jeans et al., 2011). L’inefficacité des antibiotiques face à certains germes 

pathogènes devenus résistants, le manque de substances antivirales, l’augmentation des 

déficiences immunitaires des individus, le cercle vicieux auquel aboutit la prescription 

continue de médicaments psychotropes (Richard, 1992) l’aromathérapie propose des 

solutions alternatives à ces problèmes. Ces huiles sont utilisées comme une source des 

molécules bioactifs d’origine naturels jouissantes d’activités biologiques notamment 

l’activité antimicrobienne, antioxydants, antiseptiques et anti-inflammatoires (Garneau, 

2005).  

     Pour cet intérêt, les huiles essentielles considérées comme des substances naturelles 

bioactives occupent un bon choix dans la découverte de nouvelles molécules 

thérapeutiques, et attirent l’intérêt de plusieurs recherches vue le nombre de leurs 

propriétés biologiques dénombrables (Burt et al., 2004). Elles font l’objet d’étude pour leur 

éventuelle utilisation comme alternative des produits de synthèse dans le traitement des 

maladies infectieuses et dans diverses pathologies associées au stress oxydant 

(Kaloustian et al., 2012). 

     La consommation d’huile végétale est en perpétuelle évolution ; cet intérêt s’est fait au 

détriment des corps gras (CG) d’origine animale ; ce style de vie est surtout lié à la 

demande des consommateurs qui surveillent de plus en plus leur régime alimentaire, les 

huiles alimentaires comme l’huile d’olive et l’huile de table. Les olives peuvent avoir deux 

grandes utilisations, la première en tant que fruit entier, appelé « olive de table ».La 
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seconde est pour la production de l’huile d’olive (Veillet, 2010). Au cours des dernières 

années, les études décrivant les propriétés thérapeutiques de l’huile d’olive ainsi que son 

pouvoir antibactérien sont considérablement importantes (Tripoli et al., 2005 ; Cicerale 

et al., 2010 ; Korukluoglu et al., 2010 ; Lopez et al., 2010 ; Ditano et al., 2019 ; Gaforio 

et al., 2019 ).Cette activité antibactérienne est fortement corrélée avec la qualité de l’huile 

d’olive (Romero et al., 2007), qui à son rôle est tributaires de plusieurs facteurs 

pédoclimatiques, techniques de production et de stockage. 

      Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des molécules d’origines 

végétales jouissantes d’activités biologiques notamment les activités antibactériennes et 

antioxydantes.  

     Dans ce contexte, ce travail a pour objectif de l'étude comparative des activités 

biologiques de deux huiles végétales aromatisées avec trois huiles essentielles des 

plantes aromatiques et médicinales : le citron, l'ail, le thym et l'évaluation de leurs 

activités biologiques notamment les activités antibactériennes et antioxydantes avant et 

apres l'aromatisation. 

Notre travail est réparti en deux parties : 

 La première partie est relative à l’étude bibliographique des huiles essentielles, 

et les huiles végétales puis les activités biologiques.  

 La deuxième partie représente la partie expérimentale où nous présenterons 

les techniques utilisées : 

1. Extraction l’huile essentielle par l’hydrodistillation (Clevenger). 

2. Détermination de quelques caractéristiques physico-chimiques, et de la 

composition chimiques d’huile essentielle, par méthodes chromatographiques. 

3.  Quantification des acides gras par GC/MS. 

4. Le deuxième axe consiste à déterminer l’effet Antibactérienne et antioxydant de 

nos huiles. 

      Enfin les résultats obtenus des caractéristiques physico chimiques des huiles 

végétales avant et après l’aromatisation ; et la composition chimique des huiles 

essentielles, et leur activités antibactérienne et antioxydantes sont interprétés à la lumière 

de la littérature. Le travail est clôturé par une conclusion générale résumera l’ensemble 

des résultats issus de cette étude.
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I. Les huiles essentielles  

I.1 Introduction  

      Les plantes supérieures synthétisent une grande diversité de métabolites 

secondaires pour leur défense et leur survie. Le nombre de ces métabolites dépasse 

actuellement 30 000 substances identifiées à l’échelle mondiale (Marouf et Tremblin, 

2009). Ces métabolites secondaires sont : les pigments, les polymères, les tanins, les 

flavonoïdes, les vitamines, les hormones et les huiles essentielles (HEs). Ces 

dernières sont présentes chez les végétaux dits «plantes aromatiques» (Fragrance 

particulière) car elles synthétisent des essences, grâce à la présence de structures 

histologiques sécrétrices (Guilhem, 2006). 

      Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires des plantes, 

communément appelées essences, ce sont des odorants volatils, extraits de 

différentes parties des plantes (Bonnafous, 2013 ; Hilan et al., 2011 ; 

Tongnuanchan et al., 2014), possèdent un indice de réfraction élevé et ont une 

densité plus faible que l'eau, tout en ayant plusieurs exceptions. Elles sont aussi 

solubles dans les alcools et la plupart des solvants organiques (Li et al., 2014). Les 

huiles essentielles sont généralement un mélange de terpènes, principalement des 

monoterpènes et sesquiterpènes, de composés aromatiques et de composés 

aliphatiques (Ahmad et al., 2014). 

       L'activité biologique des huiles essentielles dépend de leur composition chimique 

(Jovanka et al., 2011). A été reconnu dans le passé, les huiles essentielles étaient 

seulement utilisées à des fins thérapeutiques directes pour les humains et les animaux 

(Soto Mendívil et al., 2006). Plus récente, les pouvoirs antimicrobiens des huiles 

essentielles sont également utilisés dans l'industrie agroalimentaire pour prolonger la 

durée de vie des produits alimentaires et pour aromatiser les aliments et les boissons. 

Elles sont utilisées en cosmétiques et en parfumerie pour préparer des savons, des 

désinfectants, des antioxydants. (Hesham et al., 2016 ; Soto Mendívil et al., 2006). 

I.2. Définition  

     Les huiles essentielles (HE) aussi appelées huiles volatiles, sont des métabolites 

secondaires produits par les plantes aromatiques pour combattre les infections et les 

parasites, elles sont synthétisées en réponse à des conditions de stress. Selon les 

normes de l’International Standards Organization on Essential Oils, ISO 9235 et celle 

de l’Association de Normalisation Française, AFNOR NF T 75-006 (octobre 1986), 
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une huile essentielle est définie comme : «Produit obtenu à partir d’une matière 

première végétale, soit par entrainement à la vapeur, soit par des procédés 

mécaniques à partir de l’épicarpe des Citrus, soit par distillation à sec».  

I.3. Répartition et localisation 

      Les H.E n’existent quasiment, que dans les végétaux supérieurs. Elles se forment 

dans un grand nombre de plantes comme produits du métabolisme secondaire (Sanon 

et al., 2002). Elles peuvent être stockées dans divers organes : fleurs, feuilles, 

écorces, bois, racines, rhizomes, fruits ou graine (Bouaine, 2017). 

      La synthèse et l'accumulation d'une huile essentielle sont généralement associées 

à la présence de structures histologiques spécialisées, le plus souvent situées sur ou 

à proximité de la surface du végétal. Il existe en fait quatre structures sécrétrices 

(Ghenaiet, et al., 2016) : 

 Les cellules sécrétrices : Chez les Lauracées et les Zingibéracées. 

 Les poils glandulaires épidermiques : Chez les Lamiacées, Géraniacées. 

 Les poches sphériques schizogénes : Les glandes de type poche se 

rencontrent chez les familles des : Astéracées, Rosacées, Rutacées, 

Myrtacées. 

 Les canaux glandulaires lysigènes : Chez les Conifères, Ombellifères. 

I.4. Classification des huiles essentielles  

    Selon la composition chimique et le pouvoir spécifique sur les germes microbiens, 

et grâce à l'indice aromatique obtenu par des aromatogrammes, les huiles essentielles 

sont classées en groupe. On peut citer les huiles majeures, les huiles médiums et les 

huiles terrains (Chakou et Bassou, 2007). 

I.4.1. Les huiles majeures 

      Elles agissent aussi bien sur les bacilles à Gram(-) ou à Gram (+).ce sont des 

huiles dont l'action bactéricide est constante et forte. Elles sont toujours efficaces, elles 

servent en début de traitement et seront remplacés par les essences dites de terrains 

dont l'action est durable et définitive, leur indice aromatique varie entre 0,45 et 0,88 

(Jean.V, 1990). 

I.4.2. Les huile médiums 

      Elles sont moyennement antiseptiques, elles assurent la transition entre les 

majeurs et les essences spécifiques nécessaires à chaque malade, elles ont une 
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contribution efficace en cas de thérapie de relais, leur indice aromatique varie entre 

0,10 et 0,45 (Jean.V, 1990). 

I.4.3. Les huile de terrains 

      Seul l'aromatogramme pourra nous renseigner sur leur pouvoir bactéricide ou 

bactériostatique, elles sont donc différentes d'un individu à l'autre. Il n'est pas du tout 

exclu que les huiles majeures agissent également comme les huiles terrains, leurs 

indices aromatiques à 0,10 (Jean , 1990). 

I.5. Caractérisation des huiles essentielles  

I.51. Caractérisation organoleptique  

      Liquides à température ambiante, rarement visqueuse, certaines cristallisent 

partiellement ou totalement à plus faible température. Les huiles essentielles sont 

volatiles et n’ont pas le toucher gras et onctueux, ce qui les différencie des huiles fixes 

(Franchrome, 2001 ; Kaloustian et al., 2012). La plupart d’entre elles sont incolores 

ou jaune pâle lorsqu’elles viennent d’être préparées à l’exception des essences à 

azulènes qui sont bleues (ex : camomille allemande), de l’essence d’absinthe qui est 

verte, de celle de girofle qui est brune et de celle de wintergreen (Gaulthérie couchée) 

qui est rougeâtre. D’odeur agréable, aromatique. Pour la saveur, elle peut être douce, 

piquante, caractéristique, fruité, fraiche, e c t (Haddad et al., 2016). 

 

I.5.2 Caractérisation physique 

    Les huiles essentielles (HE) possèdent en commun un certain nombre de propriétés 

physiques : 

 Elles sont solubles dans : l’alcool, l’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les 

émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques. 

 La densité est généralement inférieure à celle de l’eau 

 Elles ont un indice de réfraction élevé 

 Elles sont très altérables et sensibles à l’oxydation 

 Elles sont liquides à la température ambiante 

 Elles sont incolores sauf dans quelque cas où on trouve des huiles en jaune, 

en bleu (huiles essentielles de camomille), en vert (huile d’absinthe) et en rouge 

(huile volatile de cannelle). 

 Elles sont volatiles ce qui différencie des huiles fixes (Benabderrahmane et 

al., 2009). 
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I.5.3. Caractérisation chimique 

     Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300 

composés différents. Ces composés sont des molécules volatiles appartenant pour la 

grande majorité à la famille de terpènes (Boutarfaia et Benyahia, 2015). 

I.5. 3.1. Terpènes 

    Les terpènes sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieurs 

unités isopréniques, ce sont des polymères de l’isoprène de formule brute (C5H8). Les 

huiles essentielles contiennent particulièrement des monoterpènes, des 

sesquiterpènes et peu souvent de diterpènes (Finar, 1994). Les terpènes sont de 

structures très diverses (acycliques, monocycliques, bicycliques,…) et contiennent la 

plupart des fonctions chimiques des matières organiques. 

I.5.3.2 Les composés aromatiques 

       Cette classe comporte des composés odorants connus comme la vanilline, 

l'eugénol, l'anéthole, l'estragole, le carvacrol. Les composés sont davantage fréquents 

dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont 

caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, de la cannelle, du basilic, de 

l'estragon, et (Bouaine, 2017). Les dérivés du phénylpropane sont moins abondants 

que les terpénoïdes, ce sont des arènes issues d'une voie métabolique secondaire 

dite de l'acide shikimique lui-même intermédiaire de la synthèse de la lignine à partir 

du phénylpropane. Les dérivés phényl propanoïques et les terpénoïdes sont associés 

en nombre et en proportions très variables de telle sorte que le produit est hétérogène 

et complexe sur le plan chimique. Ils sont biosynthétisés au sein des mêmes organes 

sécréteurs où ils forment l'essence naturelle (Hellal, 2011). 

I.5.3.3 Composés d’origines diverses 

      Selon le mode de récupération utilisé, les huiles essentielles peuvent renfermer 

divers composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire entrainable 

lors de l’hydro distillation, on peut citer : 

 Les carbures linéaires et ramifiés, saturés ou non. 

 Les acides de C3 à C10 : ce sont les composés les plus anti inflammatoires du 

règne végétal ; ils sont hypothermiques, hypotenseurs. 

 Les alcools. 

 Les aldéhydes. 

 Les esters acycliques. 
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 Les lactones : elles agissent avec effet hypothermiques, et ont une action 

fongicide plus puissante que celle des cétones. 

Dans les concrètes, il n’est pas rare de trouver des produits de masse moléculaire plus 

importante, non entrainables à la vapeur d’eau, tels que : 

 Les homologues des phényles propanes. 

 Les diterpènes. 

 Les coumarines : neuro-sédatives, anticoagulantes (Chanchal, 2001). 

I.6. Notion de chémotype 

      Le chémotype d’une H.E est une référence précise qui indique le composant 

biochimique majoritaire ou distinctif, présent dans l’H.E. C’est l’élément qui permet de 

distinguer de l’huile essentielle extraite d’une même variété botanique mais, d’une 

composition biochimique différente. Cette classification permet de sélectionner les 

H.Es pour une utilisation plus précise, plus sûre et plus efficace. Ce polymorphisme 

chimique existe chez certaines espèces : Thymus vulgaris, Mentho spicoto, Origanum 

vulgare. Il est important de noter que les H.Es à chemotypes différents présentent non 

seulement des activités différentes mais aussi des toxicités très variables (Pibiri, 

2005). Les composés chimiques ayant une efficacité à large spectre antibactériens et 

antifongiques sont les phénols et les aldéhydes, les alcools, les cétones, les 

terpéniques (Valnet, 2005). 

I.7. La toxicité des huiles essentielles 

     La majorité des intoxications connues par les plantes sont la cause d'un surdosage ; 

car leur accumulation dans l'organisme crée des conditions dégénératives et des effets 

secondaires encore plus banals (Chemloul, 2014). (Menaceur, 2015) rapporte que 

les huiles essentielles, ont une composition chimique très variable, dont certains 

composants (linalol, composant de l'huile essentielle de thym) ont un effet toxique sur 

les cellules de la peau humaine et ce même à faible dose. 

I.8. Facteurs influençant la qualité des huiles essentielles 

     La constitution chimique, la quantité et la qualité extraites d'une huile essentielle 

dépend de plusieurs paramètres : 

 Intrinsèques : les facteurs génétiques, la localisation, le degré de maturité 

(Moderres et Aichouni, 2018) 

 Extrinsèques : le sol, le climat, l’environnement (Moderres et Aichouni, 2018). 

 Technologiques : type de culture, mode de récolte, mode d’extraction.  
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I.9. Domaine d’application des huiles essentielles 

       En raison de leurs diverses propriétés, les huiles essentielles sont devenues une 

matière d’importance économique considérable avec un marché en constante 

croissance. En effet, elles sont commercialisées et présentent un grand intérêt dans 

divers secteurs industriels comme en pharmacie par leurs pouvoirs, antispasmodique, 

antidiabétique, analgésique, apéritif, antiseptique…, en alimentation par leur activité 

antioxydante et leur effet aromatisant, en parfumerie et en cosmétique par leur 

propriété odoriférante, d'infections alimentaires. Ceci est dû à la présence dans ces 

derniers de composés aux propriétés antimicrobiennes et antioxydantes (Moderres, 

et al., 2018). 

 

I.9.1 Dans l’industrie agroalimentaire  

     Les huiles essentielles jouent un rôle capital dans l’aromatisation des aliments. En 

effet, elles donnent la flaveur aux condiments (poivre, gingembre) et aux aromatisants 

(menthe, anis, oranger, thym, laurier). A faible dose, certaines substances ont un effet 

favorable sur la digestion, ce qui explique leur utilisation en liquoristerie (essence 

d’anis ou de badiane). Les huiles essentielles entrent donc, pour leurs diverses 

propriétés, dans la composition des arômes employés de manière fréquente 

aujourd’hui dans tous les produits alimentaires comme les plats cuisinés ou prêts à 

l’emploi (Porter,2001).Maintenant, l'industrie agroalimentaire utilise les HEs dans les 

préparations surgelées non seulement pour rehausser le goût mais aussi pour 

empêcher les contaminations alimentaires qui se développent (effet antimicrobien).  

 

I.9.2 En parfumerie et cosmétique  

     Les propriétés odoriférantes des huiles essentielles confèrent à ces dernières une 

consommation importante en parfumerie et en cosmétique. Elles présentent environ 

60% des matières premières de l'industrie des parfums synthétiques, du par fumage, 

des savons et des cosmétiques. A la cosmétologie et le secteur des produits d'hygiène 

on notera la présence des HEs dans les préparations dermo- pharmacologique, bais 

« calmant » ou « relaxant », et leur emploi dans les rouges à lèvres, les shampoings, 

les dentifrices, se sont surtout les huiles essentielles de lavande, de citron, de 

citronnelle, qui sont utilisées. On notera qu'il y a une possibilité d'adsorption 

percutanée des constituants terpéniques (Bouamer et al, 2004 ; Bouanane et 

Boussehel, 2005). Actuellement, on préfère utiliser des produits naturels qui sont 
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censés ne pas avoir d’effets secondaires graves par rapport aux produits de synthèse. 

En effet, il ne faut pas oublier que « naturel » ne signifie pas non toxique. 

 

I.9.3 En pharmacie  

     L'industrie pharmaceutique utilise les huiles essentielles dans le domaine des 

antiseptiques externes ; elle tire parti des propriétés bactériostatiques, bactéricides, 

antifongiques, protectrices, etc., des essences naturelles. Les huiles essentielles 

constituent le support d'une pratique de sois particulière l'aromathérapie. Elles ont 

grande intérêt en pharmacie, elles s'utilisent sous la forme de préparations galéniques, 

et dans la préparation d'infusion (verveine, thym, menthe, mélisse, fleurs 

d'orange...etc.). Tout fois, il faut souligner que la majorité des constituants de ces 

derniers sont lipophiles, et de ce fait, rapidement absorbés que ce soit par voie 

pulmonaire, par voie cutanée ou par voie digestive. Elles sont également utilisées pour 

l'obtention des huiles essentielles dans un intérêt médicamenteux (en particulier dans 

le domaine des antiseptiques externes). Plus de 40% du médicament sont à base de 

composants actifs de plants. De nombreuses huiles essentielles se trouvent dans la 

formule d'un très grand nombre de spécialités pharmaceutiques : sirop, goutte, gélules 

pommade ...etc. 

 

I.9.4 En agricole  

      Les huiles essentielles sont actuellement testes sur différentes cibles : les cibles : 

les insectes, les champignons, les bacteries les adventices et également pour la 

conservation des semences.   

Les huiles essentielles de Clou de girofle (Syzygium aromaticum L.) est par exemple 

propose pour lutter contre les maladies contre de conservation des pommes et des 

poires, la menthe verte (Mentha spicata L.) est utilisés pour inhiber la germination des 

pomme de terre, l’orange douce (Citrus sinensis L) est proposé contre de nombreuse 

maladies et insectes mildiou, oïdium, rouille blanche, cicadelles, aleurodes...). 

I.10. Méthodes d’extraction des huiles essentielles  

      De nombreuses méthodes sont utilisées pour extraire les huiles essentielles des 

plantes et préserver leurs composés volatils. Ces méthodes d'extraction sont en 

constante évolution afin de permettre d'améliorer le rendement d'extraction et la qualité 

des huiles essentielles produites (Nguemtchouinmbouga, 2012). Le choix de la 

technique dépend principalement de la matière première : son état d'origine et ses 
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spécificités, sa nature même. Ce choix détermine les propriétés de l'HE, à savoir : 

viscosité, couleur, solubilité, volatilité, enrichissement ou appauvrissement en certains 

composants, usages et utilisations (Afssaps, 2008).  

I.10.1. Distillation à l’eau (Hydrodistillation) 

     Cette méthode comprend l'immersion de la matière première dans un bain d'eau. 

Le tout est porté à ébullition et l'opération est habituellement conduite à la pression 

atmosphérique. Lors de la distillation des huiles essentielles, plusieurs mécanismes 

sont à la base des échanges de matière entre les phases solide, liquide et vapeur, 

d'où l'influence d'un grand nombre de paramètres sur la production et la qualité et le 

rendement (Touahri et al., 2014).   

I.10.2. Distillation à l’eau et à la vapeur d’eau (Distillation à la vapeur humide) 

    Le matériel végétal est posé sur une grille percée à travers laquelle la vapeur d'eau 

passe. La vapeur endommage la structure des cellules de la plante et libère les 

molécules volatiles qui sont ensuite entraînées vers le refroidisseur. Cette méthode 

augmente la qualité de l'huile essentielle en réduisant au minimum les altérations 

hydrolytiques (Moderres et Aichouni, 2018).  

I.10.3. Expression à froid 

       L’expression à froid est réservée à l’extraction des composés volatils dans les 

péricarpes. Il s’agit d’un traitement mécanique qui consiste à déchirer les péricarpes 

chargées en cellules sécrétrices (Chemloul, 2014). 

I.10.4. Extraction par les fluides supercritiques (CO2) 

     Les fluides supercritiques peuvent être définis comme toute substance se trouvant 

dans des conditions de température et de pression supérieures à sa température 

critique et sa pression critique. Ils possèdent certaines propriétés physico-chimiques 

typiques des gaz, et d’autres proches de celles des liquides. Les propriétés du dioxyde 

de carbone en font le fluide le plus utilisé car remplissent toutes les conditions 

nécessaires à une utilisation en extraction en phase supercritique. 

      Le CO2 est inerte, non toxique et accessible à un prix raisonnable pour un degré 

de pureté élevé.  De plus, il est gazeux à température ambiante, ce qui facilite la 

récupération de l’extrait final en ne laissant aucun résidu toxique (Muther, 2015). Le 

dioxyde de carbone est liquéfié par refroidissement et comprimé à la pression 

d’extraction choisie. Il est ensuite injecté dans l’extracteur contenant le matériel 

végétal, puis le liquide se détend pour se convertir à l’état gazeux pour être conduit 

vers un séparateur où il sera séparé en extrait et en solvant. 
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1.10.5. Extraction assistée par micro-ondes  

        Cette méthode consiste à placer le matériel végétal dans un réacteur micro-ondes 

sans ajouter ni eau ni solvant organique. Les parties du végétal les plus riches en eau, 

comme les vacuoles, absorbent les ondes puis les convertissent en chaleur, 

engendrant une augmentation rapide et soudaine de la température au sein de ces 

structures.  

     Ces dernières éclatent sous la pression régnant dans l’extracteur, libérant ainsi les 

molécules olfactives. Puis les vapeurs d’eau entrainent l’HE. Un système de 

refroidissement à l’extérieur du four micro-ondes permet la condensation de façon 

continue du distillat, composé d’eau et d’huile essentielle, et le retour de l’excès d’eau 

à l’intérieur du ballon afin de maintenir le taux d’humidité propre au matériel végétal. 

Pour les plantes aromatiques, après seulement 30 minutes d’extraction, les 

rendements en huiles essentielles obtenus sont identiques à ceux obtenus après 6 

heures d’hydrodistillation (Grunwald et al., 2006). 

I.11 Description botanique et propriétés des plantes étudiées.   

I.11.1 Citron (Citrus limon L) 

I.11.1.1 Introduction  

    D’après Dubois (2006), le citron est d’abord appelé « limon », le ; mot citron est 

apparu dans la langue française en 1351, il est driver latin citrus il a graduellement 

remplacé dans la langue populaire française. Selon le même auteur cette plante est 

l’une des agrumes les plus vigoureuses, et croissance rapide, elle produit de 

nombreuses branches et fructifie abondamment.la fructification de l’hiver est plus 

importante et représente de 60 à 70 % de la production annuelle de l’arbre. 
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Figure I.1: La description du Citrus limon L. 

I.11.1.2 Répartition géographique 

     Originaire de régions tropicales (l’union indochinoise) où la pluviométrie atteint 

1000 à2000mm/an, les citronniers aiment un sol toujours frais mais bien drainé. Leurs 

racines sont la plupart superficielle, et ils n’apprécient pas la presence d’herbe ou 

d’autres plantes qui leur font concurrence. Ils affectionnent les sols légèrement acides, 

ou neutres, certains porte-greffes tolèrent les sols calcaires.  

     Leur gourmandise en eau peut accélérer le visage des sols, il faut alors fertiliser. 

Les citronniers affectionnent particulièrement le plein soleil. Il ne craint pas d’être 

exposé plein sud même par forte canicule. En revanche, ils redoutent alors le vent qui 

pourrait les dessécher. 

I.11.1.3 Description botanique 

    Le citronnier, Citrus limon L est un arbre qui appartient à la famille des Rutacées et 

aromatique et atteint 2,5 à 3 m de haut. Son fruit est jaune et ovoïde. Ses feuilles sont 

oblongues lancéolées de couleur verte. Ses fleurs ont des pétales blancs, à teinte 

violacée, axillaires, réunis en petits groupes. Son fruit est oblong, ovoïde, pointu, de 8 

à 12 cm de long. Sa couleur verte vire au jaune à la maturité. Sa pulpe est acide, son 

écorce (zeste riche en huiles essentielles) épaisse contenant une essence à odeur 

caractéristique. Les graines qu’il contient ont des cotylédons blancs (Goetz , 2014). 

Le plus caractéristique est la présence de glandes à huiles essentielles visibles sur les 

feuilles sous la forme de points translucides. 
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I.11.1.4 Classification  

Tableau I.1 La classification botanique de Citron est comme suit (Kehal, 2013)  

Classification 

Règne                                            Plantae 

Embranchement                          Spermaphytes 

Sous embranchement                 Angiospermes 

Classe                                           Eudicotylédones 

Sous classe                                 Archichlomydeae 

Ordre                                            Sapindales 

Famille                                         Rutaceae 

Sous famille                                Aurantoideae 

Tribu                                            Citreae 

Sous tribu                                   Citrineae 

Genre                                          Citrus 

Espèce                                        Citrus limon L              

 

 I.11.1.4 Huile essentielle du Citron (Citrus limon L) 

     L’huile essentielle de Citrus limon L, possède de nombreuses propriétés : elle 

nettoie le foie, aide à purifier le système digestif, calme les nausées de la femme 

enceinte, aide au déstockage des graisses, renforce les vaisseaux sanguins et 

favorise la circulation. Elle favorise la mémoire et la concentration ; elle purifie l’air 

grâce à ses qualités antiseptiques et bactéricides elle est également diurétique, 

anticellulite et anti couperose ; elle donne aussi un teint plus frais, lumineux et éclatant 

; en revanche elle aide à éliminer certaines taches de rousseur (Festy, 2010). L’huile 

essentielle de Citrus limon possède notamment une double action, tonifiante en début 

de journée et calmante en fin de journée. Les huiles essentielles du Citrus limon 

peuvent être stockées dans (les zestes) poches sécrétrices. 

I.11.2 Ail (Allium sativum L) 

      L’ail est une plante aromatique connue depuis l’antiquité. Bien que de nos jours 

elle soit principalement utilisée pour ses vertus culinaires, en prêtant sa saveur 

piquante à divers mets, on lui a attribué diverses fonctions au cours du temps. Bon 

nombre de propriétés pharmacologiques et thérapeutiques lui sont encore aujourd’hui 
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attribuées. C’est une plante largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses 

vertus médicinales. Elle est communément appelée ail localement appelée toum ou 

bien teskart (Beloued, 2001). La partie utilisée en phytothérapie est le bulbe cru ou 

cuit mais aussi en sirop, en décoction et en solution alcoolique (Gerges Geagea, 

2015). 

I.11.2.1 Répartition géographique 

     L’ail provient à l’origine des montagnes de Tian Shan d’Asie centrale (Lim, 2015), 

est cultivé sur presque tout type de sol, notamment dans les régions du pourtour 

méditerranéen. L’ail préfère les sols argileux, profonds, riches en humus et en 

nutriments, situés dans des endroits ensoleillés. Sa multiplication se fait par voie 

végétative grâce à ses caïeux plantés de septembre à mi-octobre (Goetz et Ghedira, 

2012). L’ail s’adapte à tous les climats, mais, il donne les meilleures récoltes dans les 

pays tempérés (Cavagnaro et al., 2007). 

I.11.2.2 Description botanique  

    L’ail cultivé est une plante monocotylédone, herbacée, vivace, pouvant atteindre 25-

90 cm, glabre ; le bulbe est formé de caïeux (gousses d’ail, bulbilles) à tunique 

membraneuse, insérés sur un plateau aplati, entourés d’une tunique commune 

blanchâtre ; la tige est cylindrique, feuillée jusqu’au milieu, enroulée en cercle avant la 

floraison;  les feuilles sont linéaires, engainantes planes, lisses mesurant 2.5 cm de 

large et 30 à 60 cm de long; les fleurs blanches ou rougeâtres, en ombelle 

hémisphérique, de 2.5 à 5 cm de diamètre, comprenant de nombreux bulbilles et 

quelques fleurs. Les fleurs sont variables en nombre et parfois absentes. Le fruit abortif 

et sans graines. L’odeur est faible et se développe (forte et soufrée) dès que les tissus 

sont lésés (Goetz et Ghedira, 2012 ; Lim, 2015).  

     Le bulbe est de forme arrondie ou ovale, d’un diamètre d’environ 4 cm, constitué 

d’un plateau dur formé de caïeux (gousses) en nombre de 8 à 20, disposés en deux 

cercles concentriques, allongés, légèrement courbés et anguleux. Il est aussi 

enveloppé de minces feuilles ou tuniques membraneuses, blanches, mauves, rouges 

ou violettes selon les variétés. Chaque Cailleu est formé d’une seule gaine foliaire 

charnue, entourée de plusieurs ébauches de feuilles superposées (Goetz et Ghedira, 

2012). 
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Figure I.2: Description de l'Ail. (Gambogou et al., 2019). 

I.11.2.3 Classification  

Tableau I.2 : La classification de l'Ail : est présentée ci-dessous (Goetz et Ghedira, 
2012). 

Classification 

Règne                                                    Plantae 

Sous-règne                                          Tracheobionta 

Embranchement                                  Magnoliophyta 

Sous-embranchement                        Magnoliophytina 

Classe                                                  Liliopsida 

Sous-classe                                         Liliidae 

Genre                                                   Allium 

Espèce                                                 Allium sativum L. 

Ordre                                                   Liliales (Asparagales) 

Famille                                                Aliaceae (ex Liliaceae) 

 

I.11.2.4. Huile essentielle d’ail  

      La gousse d'ail contient des polysaccharides de réserves (Fructanes), des acides 

aminés, des enzymes (l’alliinase, la peroxydase et la catalase) ainsi que des composés 

soufrés responsables de la majorité de ses propriétés thérapeutiques telles que l’aliine. 
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L'ail est riche en éléments minéraux: P, K, S, Zn, Ca, Cu, Mg et en oligo-éléments 

comme le sélénium et le germanium. Cette plante renferme aussi des vitamines A, B1, 

B2, PP et C et des acides gras essentiels (Vitamine F) (Meddeb, 2008). 

 

I.11.3 Le thym (Thymus vulgaris L) 

       Le thym est une plante condimentaire qui appartient à la famille des Labiées. 

Le thym (Thymus vulgaris L) est une importante plante médicinale appartenant à la 

famille Lamiaceae ; Il a été utilisé pendant des siècles comme épice, remède à la 

maison, drogue, parfum et insecticide (Dauqan et Abdullah, 2017).  

 

I.11.3.1 Répartition géographique  

      Selon Heni (2016), le Thymus de la famille des Lamiaceae ou Labiatae, regroupe 

plusieurs espèces botaniques distribuées sur tout le littoral et même dans les régions 

intérieures jusqu'aux zones arides. Elle est représentée en Algérie par de multiples 

espèces qui ne se prêtent pas facilement à la caractérisation en raison de leur 

variabilité et de leur capacité à s'hybrider facilement.  

 

I.11.3. 2 Description botanique 

Thymus vulgaris L est un arbuste aromatique aux tiges ramifiées, qui peut atteindre 

40 cm de hauteur. Le thym est une plante ligneuse, les branches blanchâtres portant 

des feuilles opposées, lancéolées ou linéaires, les feuilles sont verdâtres sur le dessus, 

gris blanc sur le dessous et les fleurs sont rassemblées en grappe à la pointe des 

branches et la floraison a lieu de juin à octobre. (Goetz et Ghedira, 2012). 
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Figure I.3 Description du Thym. (Iserin, 2001). 

 

I.11.3 3. Classification  

Tableau I.3 : La classification botanique du Thym 

Classification 

Règne                                             Plantae 

Sous-règne                                    Tracheobionta 

Division                                          Magnoliophyta 

Classe                                            Magnoliopsida 

Sous-classe                                   Asteridae 

Ordre                                              Lamiales 

Famille                                            Lamiaceae 

Genre                                              Thymus 

Espèce                                            Thymus vulgaris L 

 

I.11.3 4. Huile essentielle du thym 

      L'HE de thym est principalement extraite des feuilles et des sommités fleuries. La 

tige fleurie du thym contient des flavonoïdes et des acides phénoliques, des tanins et 

de la résine. Toutes les HE de thym ont des vertus antibactériennes et antifongiques. 

L'huile essentielle de cette plante entre dans la formulation de diverses spécialisations 

telles que les pommades antiseptiques et cicatrisantes, les sirops pour le traitement 

des maladies des voies respiratoires, les préparations pour inhalation (Ait D et Ait H, 
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2017). Les huiles essentielles du thym situent dans les poils glandulaires sécréteurs 

on les trouve au niveau des feuilles.   

I.12 Les analyses des huiles essentielles 

      Bien que de nombreux extraits de plantes aient déjà démontré des effets anti-

biofilm, les molécules ou les composants bioactifs sont encore inconnus et doivent être 

soumis à un certain nombre de recherches analytiques afin d'obtenir plus 

d'informations sur leurs propriétés. L'étude de la composition chimique des huiles 

essentielles, en vue de leur commercialisation, de leur contrôle ou de leur valorisation, 

nécessite une analyse par des techniques avancées telles que la chromatographie, la 

spectrométrie et la résonance magnétique nucléaire. Cependant, l'analyse peut se 

faire avec une seule technique, mais lorsqu'il s'agit de mélanges complexes ou de 

constituants très proches, dont la séparation et l'identification sont difficiles, on procède 

au couplage de deux ou plusieurs techniques (Bouyahaoui, 2017). 

 

I.12.1 Chromatographie en phase gazeuse (CPG) 

     La Chromatographie en phase gazeuse ou CPG est une méthode développée pour 

l’analyse des mélanges très complexes dont les conditions sont différentes par leurs 

natures et leurs propriétés physiques. 

     Un appareil de chromatographie en phase gazeuse comporte trois parties : 

injecteur, colonne, et détecteur à travers lesquelles un gaz vecteur entraine les 

substances d’un mélange à séparer. Le gaz vecteur le plus utilisé est l’hélium, les 

autres sont l’hydrogène, l’azote ou l’argon. Il doit être très pur et surtout ne contenir ni 

oxygène, ni eau. Le débit du gaz est ajusté par un régulateur. Le mélange à analyser 

est vaporisé à l’entrée d’une colonne, qui renferme une substance active solide ou 

liquide appelée phase stationnaire, puis il est transporté à travers celle-ci à l’aide de 

gaz porteur (ou gaz vecteur). Les différentes molécules du mélange vont se séparer 

et sortir de la colonne les unes après les autres après un certain laps de temps qui est 

fonction de l’affinité de la phase stationnaire avec ces molécules (Boukabache et 

Boudjef, 2016). 

I.12. 2. Spectrométrie en masse SM 

     Le spectromètre de masse permet l’identification et la quantification des composés. 

Il existe de nombreux types de spectromètres de masse ; tous ont en communs trois 

éléments : une source, un analyseur et un détecteur. La source est la partie du 

spectromètre de masse où sont produits des ions gazeux à partir des molécules 
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introduites. En couplage avec le chromatographe en phase gazeuse, où les composés 

sont élués arrivent au spectromètre à l’état gazeux, les sources utilisées sont dites à 

‘‘ionisation électronique’’ (IE) ou à ‘‘ionisation chimique’’ (IC). La source est maintenue 

à une température élevée (généralement comprise entre 100 et 250°C) pour éviter la 

condensation des substances (Bouchennet et Libong, 2002).  

     Les ions sont ensuite dirigés vers la partie analytique de l’appareil. Dans le 

spectromètre de masse, les ions sont séparés selon leur ration « masse/Charge », à 

l’aide d’un champ magnétique ou électrique (Besombes, 2008). Le faisceau d’ions 

ayant traversé l’analyseur de masse est détecté et transformé en un signal utilisable. 

I.12. 3. Chromatographie en phase gazeuse couplée à une Spectrométrie de 

masse (GC/MS) 

     La CG-SM est une méthode qui permet d’analyser des molécules petites et volatiles 

telles que les alcools, les molécules aromatique, et les molécules simples comme les 

acides gras, les hormones…etc. En effet, la CG-SM combine deux techniques pour 

former une seul méthode d’analyse des mélanges de produits chimiques organiques.  

     La chromatographie en phase gazeuse sépare les composants d’un mélange, elle 

s’applique sur des composés gazeux ou susceptibles d’être vaporisés par chauffage 

sans décomposition. Et la spectrométrie de masse caractérise chacun des 

composants individuellement par la mesure de leurs masse et identifier ainsi leurs 

structures. La combinaison des deux techniques permet des évaluations à la fois 

qualitatives et quantitatives d’un échantillon contenant un certain nombre de composés 

organiques (Medirios, 2018). 

 

I.12. 4. Chromatographie en phase Gazeuse (CPG/DIF) 

      Cette technique permet l’analyse qualitative des mélanges très complexes de 

composés gazeux ou susceptibles d’être vaporiser par chauffage sans décomposition. 

      La CPG repose sur le principe de migration différentielle des constituants d’un 

mélange à travers une phase stationnaire. Elle est basée sur la partition des composés 

injectés entre une phase stationnaire (liquide ou solide) et une phase mobile gazeuse 

(Castello, 1999). 

I.12.5.La chromatographie liquide à haute performance (HPLC) 

     La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est une technique 

séparative utilisée en analyse quantitative et qualitative. Cette technique a de 

nombreuses applications et est couramment utilisée en biochimie et en chimie 
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analytique. Mais c’est aussi un outil crucial pour évaluer la qualité de plantes utilisés 

pour leurs propriétés médicinales. Sa popularité résulte de sa séparation pratique 

d’une large gamme de types d’échantillons d’une puissance de résolution 

exceptionnelle. Elle est utilisée pour purifier les produits synthétiques ou naturels, 

caractériser des métabolites et le dosage des ingrédients actifs d’un mélange. 

      Pour cela l'échantillon à analyser est associé à un solvant puis traverse sous 

pression une colonne contenant un gel qui est la phase stationnaire, qui a la propriété 

de retenir les molécules qui le traversent. En fonction de l'affinité qu'il y'a entre les 

composés de l'échantillon à analyser et la phase stationnaire, ces composés seront 

retenus plus ou moins longtemps dans la colonne avant d'en sortir et d'être mesurés. 

Un détecteur suit en continu le liquide à la sortie de la colonne afin de détecter la 

présence des composés. Différents types de détecteurs peuvent être utilisés, le plus 

courant étant un spectrophotomètre UV-visible, qui mesure l'absorption de la lumière 

par le produit.  

      Une bonne chromatographie fera sortir les composés les uns après les autres avec 

assez d’espace entre eux pour qu’ils soient bien repérables. En traçant dans le temps 

les résultats du détecteur à la sortie de la colonne, on obtient ainsi un graphique sur 

lequel apparaissent différents pics représentant chacun un composé donné et 

renseigne sur la concentration des composés présents dans le mélange. L’ensemble 

des pics constituent ainsi un « empreinte digitale » du produit analysé (Bensakhiria, 

2016).  



 

 

Chapitre II 

Généralités  

Sur  

Les corps Gras 
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II. Les Corps Gras  

II.1 Définition 

     Les corps gras sont des aliments dont le pourcentage en lipides est très élevé. Ils 

comprennent les huiles et les graisses d’origine végétale ou animales, les beurres et 

les margarines ; les premières sont composées uniquement de triglycérides et 

quelques constituants mineurs, tandis que les beurres et les margarines sont des 

émulsions d’une phase aqueuse dans une phase grasse douées de propriétés 

plastiques (Uzzan, 1992 ; Vierling, 2003). La distinction entre huile et graisse repose 

sur le point de fusion. Les huiles sont fluides à la température de 15°C tandis que les 

graisses sont solides ou concrètes à la même température (Frenot et Vierling, 2001). 

 

II.2 Composition des corps gras 

     Les corps gras alimentaires comprennent les huiles et les graisses d’origine 

végétales ou animales. Un corps gras brut, à l’état naturel, est constitué 

essentiellement de lipides environ 99%, de phosphatides et des insaponifiables. Les 

lipides sont des dérivés naturels, qui résultent de l’estérification d’acide gras avec un 

alcool ou une amine (J.Graille 2003). 

 

II.2.1 Lipides simples  

II.2 .1.1 Glycérides 

     Les glycérides sont des esters d’acides gras et de glycérol, ils sont très 

hydrophobes insolubles dans l’eau. L’estérification des trois groupements hydroxyles 

du glycérol avec les acides gras forme des triglycérides, y a également les di-

glycérides, et les mono-glycérides (François, 1974). 

II.2.1.2 Acides gras  

    Les acides gras sont des acides carboxyliques à chaine aliphatique hydrophobe 

saturée ou insaturée. Ce sont les composants majoritaires des glycérides sur le plan 

pondéral, les acides gras connus sont extrêmement nombreux, en particulier dans le 

règne végétal (Linden et Lorient, 1994).  

II.2.1.3 Cérides 

 Ce sont des esters d’acides gras et de mono (éventuellement di) alcools. 

II.2.1.4 Stérides  

Ce sont des esters d’acides gras et de stérol (M.Frenot, 2001). 
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II.2.2 Lipides complexes 

II.2.2.1 Phospholipides  

     Les phospholipides sont des esters du glycérol dont les positions sn-1 et sn-2 sont 

estérifiées par des AG et la fonction alcool en sn-3 est naturellement estérifiée par un 

acide phosphorique, lui-même associé à un sucre (inositol) ou une amine (choline, 

éthanolamine, sérine), (Linden et Lorient, 1994). 

 

II.2.2.2 Insaponifiables  

    L’insaponifiable est constitué de composés qui, après hydrolyse basique 

(saponification), sont très peu solubles dans l’eau mais solubles dans les solvants 

organiques (tel l’hexane) des corps gras. 

 

II.2.2.2.1 Stérols  

    Les stérols constituent la fraction la plus importante de l’insaponifiable de 30 à 60%. 

Ce sont des composés tétracycliques le plus souvent de 27ou 28 atomes de carbones, 

ils sont présents sous formes libres ou estérifiés. Les deux stérols les plus importants 

du règne végétal sont le β-sitostérol et le sigma-stérol. 

 

II.2.2.2.2 Tocophérols  

    Les tocophérols sont au nombre de 4 (α, β, γ, δ-tocophérols), ils jouent le rôle 

d’antioxydants naturels, ce qui explique la bonne résistance des huiles végétales au 

phénomène de rancissement. Parmi les tocophérols, l’α-tocophérol ou vitamine E est 

doté de l’effet antioxydant le plus puissant. 

 

II.2.2.2.3 Les cires  

    Les cires sont des acides gras et alcools gras, chez les végétaux, elles contribuent 

à la formation de pellicules protectrices des graines et des fruits. Dans les huiles, 

surtout le Tournesol, leur présence est responsable de l’apparition de trouble par début 

de cristallisation à basse température ou à température ambiante. 

II.2.2.2.3 Pigments  

    Les principaux pigments naturels appartiennent à trois grandes catégories  

1- Caroténoïdes  

    Les caroténoïdes sont des pigments naturels, largement répandus dans la nature. 

Ils sont à l’origine de teintes brillante, jaune, orange et rouge. Ce sont des tétra-
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terpènes provenant de l’évolution du lycopersène, ils comprennent les carotènes et les 

xanthophylles.  

2-  Chlorophylles  

    Les chlorophylles font partie d’un groupe de pigments tétra-pyrroliques avec des 

fonctions et des éléments structuraux communs. Elles sont caractérisées par un iso-

cycle à cinq membres et par la présence d’un atome de magnésium complexé à leur 

centre. Les plus répandues et également les plus étudiées sont les chlorophylles ˝a˝ 

et ˝b˝. Le maximum d’absorption des chlorophylles a et b se situe respectivement à 

660 nm et 643 nm (Ketsia raynal, 2001). 

 

                                Figure II.1: Structure de la chlorophylle a et b. 

II.3 Classification des corps gras 

II.3.1 Classification selon leur origine : 

Tableau II.1 Pricipales classes des huiles et graisses alimentaires. (Karleskind A, 
1992). 
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II.3.2 Classification des corps gras selon leur composition  

    Selon leurs compositions en acides gras, les corps gras d’origine végétale « huiles, 

graisses, beurres, végétaux » se répartissent entre différentes familles, et selon les 

critères de caractérisation de ces familles, elles peuvent être plus ou moins 

nombreuses (Dubois et al., 2008), mais il en existe quatre principales (Pagès et al., 

2012) :  

 Famille oléique ou les acides gras mono-insaturés (AGMI), sont majoritaires : 

huiles d’olive, d’arachide, de noisette, les variétés de tournesol et de colza 

riches en acide oléique et l’huile de colza elle-même ;  

 famille linoléique ou cet acide gras (C18:2 oméga-6), les acides gras 

polyinsaturés (AGPI), sont majoritaires : huiles de soja, de tournesol, de germe 

de maïs et de pépins de raisin ;  

 Famille α-linolénique ou cet acide gras (C18:3 oméga-3/AGPI) est présent en 

quantité significative : huiles de colza, de soja, de noix et de lin ou cet acide 

gras est majoritaire ;  

 Famille des corps gras riches en acides gras saturés (AGS) avec leurs 

principaux représentants (C12:0, C16:0, C18:0) présents en quantité moyenne: 

les huiles de palme, les huiles de palmiste et de coprah riches en acide laurique 

(C12:0)…etc  

 

II.4. Propriétés physico-chimiques des corps gras  

 II.4.1 Propriétés physiques : 

       1) Etat naturel et aspect : 

On sait que les corps gras sont liquides ou solides à la température ambiante suivant 

leur composition chimique. 

       2) Densité : 

C’est la masse de l’unité de volume exprimée en grammes par à la température T°. La 

densité des huiles végétales varie de 0.915 à 0.964. La densité des corps gras 

animaux varie de 0.866 à 0.933. 

      3) Le point de fusion et le point de solidification : 

Ils permettent d’apprécier le degré de pureté d’un corps gras. 

      4) Solubilité 
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Tous les acides gras dont le nombre de carbone est supérieur à 8 sont insolubles dans 

l’eau, et sont généralement solubles dans les solvants organiques tels que l’éther, le 

chloroforme et le benzène (Frenot et Vierling, 2001). 

       5) La viscosité  

La viscosité des acides gras et des triglycérides est liée à leurs structures à la longueur 

de la chaîne et à leur saturation. Elle augmente avec le poids moléculaire et diminue 

avec l’augmentation de l’insaturation. La viscosité des huiles est relativement très 

élevée (Alton J, 1992). 

 

II.4.1 Propriétés chimiques  

Les propriétés chimiques des glycérides dépendent essentiellement de celle des 

acides gras qui les constituent 

     1) Hydrolyse et saponification  

L’hydrolyse des triglycérides libère un ou plusieurs AG. La réaction peut se faire par 

l’acide sulfurique ou par voie enzymatique. La saponification est une hydrolyse alcaline 

par KOH ou NaOH. 

     2) Hydrogénation : 

En présence d’hydrogène et d’un catalyseur (nickel finement divisé), les doubles 

liaisons des AG insaturés des triacylglycérols sont saturées. Le point de fusion du 

produit et les huiles deviennent solides (F. Marlene ; V. Elisabeth, 2001). 

     3) Trans estérification : 

La Trans estérification vise à modifier la structure glycéridique des matières grasses 

par réarrangement intra- et intermoléculaire des AG sur le glycérol (Charles et al., 

2003). 

II.5 Rôles des corps gras 

II.5.1 Intérêts nutritionnels des corps gras 

     L’intérêt nutritionnel des corps gras est directement lié aux quatre principaux rôles 

physiologiques des lipides (Pagès et Morin, 2012) :  

  Reserve d'énergie : stockés sous forme de triglycérides dans les tissus 

adipeux, les lipides constituent ainsi une réserve énergétique mobilisable (1g 

de lipides donne environ 9,3 Kcal par contre les hydrates de carbone (les 

sucres) fournissent 4Kcal).  

  Un rôle structural : les acides gras servent à la synthèse d'autres lipides, 

notamment les Phospholipides qui forment les membranes autour des cellules 
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et des organelles. La composition en acides gras de ces phospholipides donne 

aux membranes des propriétés physiques particulières (élasticité, viscosité).  

 Un rôle de messager : les acides gras sont les précurseurs de plusieurs 

messagers intra et extracellulaires. Par exemple, l'acide arachidonique est le 

précurseur des eïcosanoïdes, hormones intervenant dans l'inflammation et la 

coagulation sanguine.  

  Un rôle de transport de vitamines : les corps gras alimentaires véhiculent quatre 

vitamines liposolubles : À, D, E et K . 

 

II.2 Généralité sur Les huiles végétales 

II.2.1 Introduction  

    Les huiles grasses végétales sont principalement des triglycérides d’acide gras sous 

forme solide ou liquide. Elles peuvent contenir de petites quantités d’autres lipides tels 

que des cires, des acides gras libres, des glycérides partiels ou des substances 

insaponifiables. Elles sont obtenues à partir des graines, du fruit ou du noyau de 

plantes diverses par pression et/ou extraction au moyen de solvants, puis sont 

éventuellement raffinées et hydrogénées.  

      Les huiles végétales comestibles sont consommées directement sous forme 

d’huiles raffinées ou bien indirectement à partir des produits de l’agroalimentaire 

(Pagès, 2008), elles ont en effet une température critique ou « point de fumage » au-

dessus de laquelle il ne faut pas la chauffer sinon il va y avoir formation de composés 

toxiques. 

 

II.2.2 Classes des huiles végétales 

    Dans les huiles végétales, les acides gras insaturés « mono- et poly-insaturés » 

sont généralement prédominants, ce qui explique, qu’elles soient liquides à 

température ambiante (Mendy., 2016). On trouve plusieurs classes des huiles et des 

graisses alimentaires : 

 Huiles végétales fluides : Dont l’état est liquide à température ambiante «huile 

d’arachide, de colza, de germes de maïs, de tournesol, de soja et d’olive».  

 Huiles végétales concrètes « graisses » : Dont l’état est solide à température 

ambiante coprah « provenant de la noix de coco », huile de palme. 
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 Huiles et graisses d’origine animale : « animaux terrestres » : saindoux « 

graisse de porc », suif « graisse de bœuf ou de mouton », huile de cheval et 

graisse d’oie (Uzzan, 1992).  

 

II.2.3 Qualité d’une huile alimentaire 

    La qualité des huiles alimentaire est caractérisée par leurs propriétés physiques 

(Shahidi et al., 2005), nutritionnelles, organoleptiques parmi les aspects qualitatifs 

d’une huile les plus importants sont sa composition et sa stabilité oxydative. Du fait de 

leur richesse en acides gras mono insaturés et /ou polyinsaturés, les huiles sont 

sujettes à des réactions chimiques telles que l’isomérisation et l’oxydation (Cuvelier 

et Maillard, 2012) responsables d’odeurs et composés indésirables rendant l’huile 

impropre à la consommation (Choe et Min, 2006). Elles peuvent aussi subir des 

dégradations par hydrolyse chimique et/ ou enzymatique, par polymérisation (dans le 

cas des huiles de friture) et plus rarement par isomérisation ou cyclisation. (Iterg, 

2018). 

      La vitesse d’oxydation dépend de la qualité initiale de l’huile, en particulier de sa 

concentration en hydroperoxydes qui réduira d’autant plus le temps d’induction qu’elle 

est élevée (Marie-Elisabeth Cuvelier et Marie-Noëlle Maillard, 2012). Les huiles 

végétales alimentaires peuvent être différenciées suivant le procédé d’obtention des 

huiles et leur degré de raffinage. On distingue ainsi selon le Codex Alimentarius 

(1999), (Bodjolle D’Almeida., 2018). 

 L’huile vierge est une huile obtenue à partir des matières premières d’une 

qualité particulière par des moyens mécaniques (par exemple, pression à froid, 

centrifugation).  

 L’huile raffinée est une huile obtenue par pression et/ou extraction au moyen 

de solvants, suivie soit d’un raffinage alcalin puis d’une décoloration et d’une 

désodorisation éventuelle, soit d’un raffinage physique.  

  L’huile hydrogénée est une huile obtenue par pression et/ou extraction au 

moyen de solvants, suivie soit d’un raffinage alcalin soit d’un raffinage physique, 

puis d’une décoloration éventuelle, suivi d’un séchage, d’une hydrogénation 

puis encore d’une décoloration et d’une désodorisation. 
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II.2.4 Facteurs influençant la qualité d’une huile 

  Présence des acides gras libres et la chlorophylle : Ces composés présents 

dans l’huile ont un effet promoteur de l’oxydation (Choe et Min, 2006)  

  Le degré d’instauration des acides gras : Plus les huiles sont riches en acides 

gras insaturés, plus l’huile sera sensible à l’oxydation (Parker et al., 2003) ce 

qui peut limiter la durée de conservation de l’aliment (Sekour, 2012).  

 Les composés antioxydants : la présence des antioxydants « ex vitamine E 

appelée tocophérol » ralenti la vitesse d’oxydation (Choe et Min, 2006).  

 La présence de beta-carotènes : En captant l’énergie lumineuse elle aide à 

protéger l’huile contre l’oxydation.  

  La concentration en hydro-peroxydes affecte directement la qualité de l’huile 

car plus la concentration sera élevée plus le temps d’induction sera réduit et par 

conséquent la vitesse d’oxydation augmentera (Marie-Elisabeth Cuvelier et 

MarieNoëlle Maillard, 2012).  

  l’exposition de l’huile à la lumière : Elle favorise la formation de radicaux libres, 

initiateurs de réactions radicalaires en chaîne.  

  la température de conservation de l’huile : Elle joue un rôle majeur dans la 

dégradation de l’huile. En effet, une augmentation de la surface d’huile 

disponible à l’oxygène engendre une augmentation linéaire de l’indice peroxyde 

(Going, 1968). Ainsi, une augmentation de la température de l’huile de 21°C à 

49°C, au terme de revue bibliographique, 11 semaines de stockage induit une 

augmentation de l’indice peroxyde de 8 à 100 Méq O2/kg d’huile pour l’huile de 

soja raffinée. 

  Présence de corps étrangers dans les récipients et particulièrement les métaux 

comme le fer et le cuivre. 

 

II.2.5. Etudes de deux huiles à usage alimentaire « Huile d’oléastre et l’huile de 

table ELIO » 
 

II.2.5.1 Huile Oléastre (Olea europaea L). 

II.2.5.1.1 Définition de l’huile d’olive oléastre 

   L’huile d’olive est l’huile provenant uniquement de fruit de l’olivier (Olea europaea L.) 

à l’exclusion des huiles obtenu par solvant ou par des procédés de ré estérification et 

de tout mélange avec des huiles d’autre nature (COI, 2011). 
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III.2.5.1.2 Description botanique 

 Petit arbre émettant de nombreux rejets, au tronc souvent court, trapus et 

irrégulier, se divisant en grosses branches tortueuses aux rameaux gris 

blanchâtre. 

 Ecorce verdâtre et lisse d’abord, puis gris brun et profondément crevassée. 

 Bourgeons petits, grisâtres et velus. 

 Feuilles persistantes, de 2 à 8 cm, opposées, simples et entières, ovales 

lancéolées, a pétiole court, a bordure légèrement enroulée, vert foncé et 

luisantes dessus, blanchâtres dessous. 

 Fleurs petites, blanches, en petites grappes odorantes à l’aisselle des feuilles. 

 Fruits (olives) verts, virant au violacé, puis noirs à maturité, de tailles et de forme 

variables suivant les variétés (Jean-Marie.2010). 

     

     L’oléastre (olivier sauvage) est un arbrisseau buissonnant, mais l’arbre cultivé a un 

tronc typiquement noueux. Il préfère un climat chaud et tolère les sécheresses 

périodiques. Longé vif, peut vivre jusqu’à 500ans. , il fut répandu dans toute la 

méditerranée. (Carol et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Photo originale 2022). 

 

        

 

 
Figure II.2 : Olea europaea L de la Région de la Soummam (Bejaia) 
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III.2.5.1.3. Classification botanique de l’olivier  

Tableau II.2 Classification botanique de l'arbre d'olivier selon Ghedira (2008), est la 
suivante 

Classification 

Règne                                                  Plantae  

Sous règne                                         Tracheobionta  

Embranchement                                Spermaphyte  

Sous embranchement                       Angiosperme 

Classe                                                 Dicotylédones  

Sous classe                                       Astérides 

Ordre                                                  Lamiales  

Famille                                               Oléacées 

Genre                                                 Olea  

Espèce                                           Olea europaea L 

 

II.2.5.1.4 Composition chimique d’huile de l’oléastre 

     Huile d’olive est un système chimique complexe constitué plus de 250 composés.la 

composition de huile d’olive dépend de la variété du fruit, de la région de culture, et 

des conditions climatiques (Angerosa et al., 2004).  

Les composes peuvent être classés en deux grand groupes :  

-les fractions saponifiables (triglycérides, acides gras, de 99% de huile) (Ruiz et al., 

2000). 

-les substances insaponifiables(les stérols, les tocophérols (Vitamine E), les pigments 

colorants, les compose phénoliques (de 1à 2% de huile) (Servili et al., 2004).  

 

II.2.5.2 Les huiles de table 

II.2.5.2.1 Définition  

      Les huiles de table sont des huiles végétales à des substances insolubles dans 

l’eau, mais dans les solvants organiques constituées en majeure partie d’esters de 

glycérol et d’acides gras. Elles sont extraites des graines, des amandes et des fruits. 

Les oléagineux sont ceux qui servent à produire industriellement de l’huile et qui sont 

cultivés dans ce but. Parmi les plantes cultivées pour leur huile, en citant : l’arachide, 

l’olivier, le colza, le ricin, le soja et le tournesol. En général toutes les graines 

contiennent de l’huile (Chaib et Khenfer, 2013). 
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II.2.5.2.2 Propriétés physico-chimiques de l’huile 

II.2.5.2.2.1 Propriétés physiques 

 Densité 

Les huiles et les lipides flottent sur l’eau (Ferenot et Vierling, 2001). Elle diminue au 

fur à mesure que le poids moléculaires des AG diminue et que leur insaturation 

augmente (Uzzan, 1992). 

 Solubilité 

    Les lipides sont insolubles dans l’eau et solubles dans les solvants organiques 

(éther éthylique, essence, chloroforme, hexane). La solubilité est une propriété 

employée pour l’extraction des lipides dans la fabrication des huiles (GraIle, 2003). 

 Point de fusion 

    Le point de fumée est la température à laquelle une huile chauffée commence à 

dégager de la fumée et le point d’éclair est la température à laquelle une huile chauffée 

s’enflamme au contact d’une flamme (Prior, 2003). 

II.2.5.2.2.2.Propriétés chimiques 

Les propriétés chimiques des AG sont liées d’une part au groupement carboxylique et 

d’autre part à la chaine carbonée 

    a. Propriétés liées au groupement carboxylique 

 Formation d’esters 

L’estérification est la condensation d’une fonction carboxylique avec une fonction 

alcool selon la réaction suivante : 

 Formation de sels (savon) 

    La saponification est une réaction de neutralisation des AG par des bases (KOH et 

NaOH). L’indice de saponification est inversement proportionnel à la langueur des AG 

(Masson, 2002). 

 Formation des acides gras libres 

    Les AGL sont issus de l’hydrolyse des triacylglycérols (Alias et al., 2003). 

b. Propriétés liées à la chaine hydrocarbonée 

    La présence de doubles liaisons dans la chaine carbonée confère aux AG une 

certaine réactivité. En effet, les liaisons éthyléniques peuvent faire l’objet des réactions 

d’additions (Masson, 2002). 

 Fixation d’hydrogène 

     L’hydrogénation permet la diminution de l’instauration des CG par fixation 

d’hydrogène sur les doubles liaisons de la chaine hydrocarbonée, sous l’action de la 
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chaleur, de la pression et en présence d’un catalyseur tel que le Nickel (Vierling, 

2003). 

 Fixation d’halogène 

    La réaction d’addition peut avoir lieu avec les halogènes, comme l’iode. Cette 

réaction est utilisée pour définir l’indice d’iode ; celui-ci augmente avec le nombre 

d’instauration (Masson, 2002). La réactivité des doubles liaisons des chaines 

carbonées peut aussi être à l’origine de réaction d’oxydation, de polymérisation et de 

cyclisation (Masson, 2002). 

 

II.3. Aromatisation des huiles végétales avec les huiles essentielle 

     Aromatisation naturels, avec les huiles essentielles, trouvent la plus large 

application et sont utilisées entre autres comme conservateurs alimentaires. Ceci est 

dû aux inquiétudes des consommateurs concernant la sécurité et les effets négatifs 

de l'utilisation d'additifs alimentaires synthétiques (Bruneton et al., 2004). L'ajout 

d’une huile essentielle à une huile végétale peut ainsi conférer un effet combiné en 

tant qu'antioxydant naturel en prolongeant la durée de conservation et assurée de la 

qualité des huiles végétales ainsi qu'en tant qu'agent antimicrobien et un additifs de 

conservation pour les aliments (Taghvaei et Jafari 2015 ; Sadeghi et al., 2016). 

Plusieurs études ont rapporté que les HEs de certaines plantes aromatiques comme 

le romarin, (Rosmarinus officinalis) le thym (Thymus vulgaris), le laurier (Laurus 

nobilis), et le fenouil (Foeniculum vulgare) sont capables de protéger l'huile d'olive de 

l'oxydation (Ayadi et al., 2009 ; Sousa et al., 2015 ; Keramat et al., 2016 ; Chang et 

al., 2017).  
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III. Les Activités Biologiques  

III.1 Introduction     

     Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant l’efficacité et la 

sécurité des produits chimiques utilisés en médecine ou dans l’industrie alimentaire. 

En effet, le développement de la résistance des micro-organismes aux divers 

antibiotiques préoccupent les spécialistes en médecine. D’un autre côté, l’utilisation 

des additifs tels que les antioxydants est suspectée d’avoir des effets négatifs sur la 

santé du consommateur. Le développement de nouveaux agents thérapeutiques 

s’avère indispensable pour lutter contre les phénomènes de la résistance bactérienne 

et de l’oxydation des aliments. Dans ce but, l’investigation des plantes représente un 

potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles substances à pouvoir 

antimicrobien et antioxydant. Ainsi les huiles essentielles commencent à avoir 

beaucoup d’intérêt comme source potentielle de molécules naturelles bioactives 

(Bruneton, 1999 ; Teuscher et al., 2005). Elles font l’objet d’étude pour leur 

éventuelle utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses 

(Chalchat et al., 1997 ; Baser et al., 2001) et pour la protection des aliments contre 

l’oxydation (Deans et al., 1994 ; Miguel et al., 2003). 

    L'activité biologique d'une HE est liée à sa composition chimique et aux effets 

synergiques entre ses composants. Sa valeur tient à l’intégralité de ses constituants 

et non seulement à ses composés majoritaires (Boulechfar, 2014) .Ces HEs peuvent 

être utilisées directement comme agents thérapeutiques, ou comme matières 

premières pour la synthèse de principes actifs (Bessah et Benyoussef, 2015). 

III.2 Activité antioxydante    

   III.2 1. Stress oxydatif  

     Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les systèmes et les capacités 

antioxydantes d’un organisme, d’une cellule ou peut suivre la voie de l’apoptose ou de 

la sénescence. Il est aisé de détecter un stress oxydant provoqué par une élévation 

aigue des espèces réactives de l’oxygène (ERO). La situation est plus complexe 

lorsque l’on recherche un stress oxydant chronique au cours duquel, d’une part les 

élévations des ERO sont atténuées par des boucles de régulation (Barouki et al., 

2006). 

      Plusieurs études épidémiologiques et cliniques suggèrent que le stress oxydant 

joue un rôle important dans la genèse et l’entretien de nombreuses pathologies 
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humaine (diabète ; maladies cardiovasculaires cancer ; allergies ; maladies neuro 

dégénératives) ainsi que le vieillissement. 

 

III.2.2. Origine de stress  

    Le stress oxydatif peut avoir diverse origines telles que surproduction endogène 

d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire ; un déficit nutritionnel en antioxydant 

ou même une exposition environnemental a des facteurs pro-oxydants (tabac,  Alcool, 

médicament, rayon UV, pesticide, ozone, métaux toxiques..) (Magder et al., 2006).  

 

III.2 3. Radicaux libres  

     Un radical libre peut être défini comme toutes espèces moléculaires capables 

d’existence indépendante qui contient un électron non apparié dans une orbite 

atomique. La presence d’électron non apparié résulte dans certain propriétés 

communes qui sont partagées par la plupart des radicaux. De nombreux radicaux sont 

instables et très réactifs. Ils peuvent soit donner un électron à ou accepter un électron 

d’autres molécules, se comportant donc comme des oxydants ou des réducteurs. Les 

radicaux libres attaquent les macromolécules importantes menant à la cellule 

dommage et perturbation homéostatiques. Cible le radicaux libres inclure toute sorte 

de molécules dans le corps. Parmi eux les lipides, les acides nucléiques et les 

protéines sont les principales cibles (Labo et Chandra at al., 2010). 

     Les radicaux libres sont convertis en formes non réactives par les défenses 

enzymatiques et non enzymatiques dans les cellules et par les molécules 

antioxydantes fournies par le régime alimentaire. Parmi celles-ci, les huiles 

essentielles de plantes ont été largement étudiées. Ces dernières ont la capacité de 

piéger les radicaux libres, inhiber la peroxydation lipidique et stimuler l'activité des 

enzymes antioxydantes (Guo Xu, 2018). 

 

III.2 4. Définition d’un antioxydant 

      Les antioxydants sont des substances qui protègent les cellules contre les effets 

néfastes des radicaux libres en offrant leurs propres électrons. Il a été rapporté que 

plusieurs huiles essentielles ont des fonctions antioxydantes capables d’éliminer les 

radicaux et l’inhibition du cycle d’oxydation des lipides (Khayyat et Roselin, 2018).  

Les antioxydants sont des substances qui peuvent protéger les cellules des dégâts 

causés par des radicaux libres. Les antioxydants interagissent et stabilisent des 
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radicaux libres et peuvent empêcher certains des radicaux libres de dégâts pourrait 

autrement causer (Shinde et al., 2012). 

III.2 5. Activité antioxydant des huiles essentielles 

      Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme substitut 

dans la conservation alimentaire. Leur activité est en relation avec leur structure 

phénolique car les composés de ce type ont des propriétés oxydo-réductrices et jouent 

ainsi un rôle important en neutralisant les radicaux libres et en décomposant les 

peroxydes (Tableau III.1) (Bouchekrit, 2018).   

    Ce sont surtout les phénols qui sont responsables de cette activité (Zhiri et 

Baudoux, 2005). Les propriétés antioxydants des huiles essentielles de citrus sont 

depuis peu massivement étudiées. En effet, elles se sont avérées être de très bon 

antioxydants, donc peuvent être utilisées dans le traitement de pathologies liées au 

stress oxydatif telles que l'Alzheimer, l'artériosclérose et le cancer ainsi que dans les 

pathologies dégénératives associé au vieillissement. Une façon de prévenir ce stress 

oxydatif qui endommage et détruit les cellules est de remplacer dans l'alimentation les 

apports supplémentaire en antioxydants classiques (vitamine C, a-tocophérol, BHT, 

etc.) par les huiles essentielles (Pincemail et al., 2002). 

Tableau III.1 Mécanismes d'action de quelques antioxydants (Ghayati, 2019). 

 

 

Propriétés non 

enzymatiques  

Nature                    Mode d’action  

Vitamine E Neutralise les radicaux libres. 

Vitamine C  Participe aux réactions 

d’oxydoréduction. 

B-carotène  Fixation des métaux de transition. 

 

Propriétés 

enzymatiques  

 

Superoxyde dismutase  

 

 

Catalyse la dismutation de l’anion. 

Catalase  Métabolise H2O2. 

Glutathion peroxydase  

 

Action réductrices sur H2O2 et les 

hydroperoxydes. 

III.3 Activité antibactérienne des huiles essentielles 

   III.3.1 Définition  

     Un agent antimicrobien, est un agent qui tue les micro-organismes ou inhibe leur 

croissance. Celui qui les tue est appelé « microbicide » et celui qui inhibe seulement 

leur croissance est appelé « microbiostatique » L’activité antimicrobienne des huiles 

essentielles est principalement liée à leur composition chimique, en particulier de leurs 
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composés volatils majeurs. Jusqu’à présent, il n’existe pas d’étude pouvant nous 

donner une idée claire et précise sur le mode d’action des HEs. Etant donné la 

complexité de leur composition chimique, tout laisse à penser que ce mode d’action 

est assez complexe et difficile à cerner du point de vue moléculaire. Il est très probable 

que chacun des constituants des HEs ait son propre mécanisme d’action (Samah, 

2012). 

III.3.2 Les bactéries :  

     Les bactéries sont des micro-organismes remarquablement adaptables. Elles sont 

capables de survivre et se multiplier dans l'environnement. Ont un important potentiel 

d'adaptation génétique. Elles contiennent souvent de l'ADN plasmidique, capable de 

transférer du matériel génétique au sein de l'espèce ou vers des espèces différentes 

(Pandey et Singh, 2011). Cette adaptabilité génétique peut accroître à la fois leur 

pouvoir pathogène et leur résistance aux antibiotiques. (Bouyahya et al., 2017). 

 

                                     Figure III.1 : La Strecture d’une Bacterie 

   (http://www.google.dz/search?q=structure+de+la+bacterie&source) 

 

III.3.3 le monde microbien et les germes pathogènes  

      Les microorganismes responsables des infections microbiennes sont rarement des 

protozoaires, quelques fois des champignons (Aspergillus, Cryptococcus) des 

levures (Candida) et parfois des virus (Virus de l’hépatite, de herpes, et de la 

grippe).On retrouve très souvent des bactéries ou leur formes altères, dont l’apparition 

est favorisé par l’usage des antibiotiques : bacteries a Gram positif tel que 

Staphylococcus, Enterococcus et bactéries à Gram négatif comme les 

Membrane cytoplasmique 
Pili 

Capsule  

Chromosome 

Paroi cellulaire  

Ribosome  

Flagelle  

Cytoplasme  

http://www.google.dz/search?q=structure+de+la+bacterie&source
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Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Proteus sp., Klebsiella sp.,..), 

Pseudomonadaceae (Haxhe et zumofen,1999).   

 

III.3.4 Morphologie bactérienne  

   Taille des bactéries de l'ordre du micromètre : de 0,5 μm à plus de 10 µm, la 

grande majorité mesurant de 1à4 μm (Troglia, 2014).  A titre d'exemple, 

Escherichia coli a la forme d'un bâtonne Staphylococcus aureus a forme cocci et 

s'assemble en amas (Bouyahya et al., 2017). 

 

Figure III. 2 : Forme principale des bacteries (Johnson, Raven, Losos, 
Bouharmont, et Singer,2011). 

 

Figure III. 3 : Forme Batonnet (Escherichia coli)  et cocci (Staphylococcus) 

(Hart et Shears, 1997). 

III.3.5 Les  micro organismes testés 

  

III.3.5.1 Escherichia coli 

    III.3.5.1.1 Définition  

     Escherichia coli (ou E. coli ou colibacille) est une bactérie, organisme procaryote 

appartenant à la famille des Entérobactéries. Le colibacille est un bacille, bactérie en 

forme de bâtonnet, Gram négatif, possède un génome à ADN double brin circulaire de 

4,6 millions de paires de bases, qui est entièrement séquencé. E.coli se réplique t 

rapidement à 37°C, toutes les 20 minutes et ce qui permet de multiplier facilement de 

l'ADN ou des protéines d'intérêt (Buagnicont, 1995). E. coli, hôte normal de l’intestin 

de l’homme et des animaux souvent retrouvé en petit nombre dans les urines saines. 
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E.coli une bactérie largement répandue dans le milieu extérieur, sa présence en 

quantité importante témoigne d’une contamination fécale récente (Nauciel et Vildé, 

2005). 

 

III.3.5.1.2 La classification d’E. coli  

Tableau III.2 : Classification d'E.coli selon (Pillet et al., 1986). 

                                               Classification  

Règne                                               Bacteria 

Embranchement                              Proteobacteria 

Classe                                               Gamma Proteobacteria 

Ordre                                                Enterobacteriales 

Famille                                             Enterobacteriaceae 

Genre                                               Escherichia 

Espece                                            Escherichia coli (pillet et al., 1986) 

 

 III.3.5.1.3 Pouvoir pathogène :  

    Le pouvoir pathogène d’E. coli chez l’homme peut être extrêmement varié. D’un 

point de vue clinique, on distingue au sein de l’espèce les souches pathogènes 

intestinales et les souches pathogènes extra-intestinales. E.coli est une bactérie 

communément trouvée dans les intestins des mammifères et des humains. Il en existe 

différentes formes dont certaines sont pathogènes et provoquant de gastro-entérites 

ayant des traductions cliniques variables, comme les  diarrhées d’allure banale, 

diarrhée sanglante. Chez le nourrisson la diarrhée peut entrainer assez rapidement un 

état de déshydratation (Nauciel et Vildé, 2005). E.coli peut causer des infections de 

méningites ou une septicémie (Eyquen et Montgner, 2000), infections urinaires (chez 

les femmes). Elle peut aussi également se transmettre via contact direct par les mains 

avec des animaux contaminés ou avec des personnes infectées. 

 

    III.3.5.2 Pseudomonas aeruginosa 

    III.3.5.2.1 Définition  

     Il s'agit d'un bacille Gram négatif aérobie, saccharolytique et non sporulant 

mesurant de 0,5 à 0,8 μm sur 1,5 à 3,0 μm5. La mjorite des souches de P. aeruginosa 

peuvent possèdent un seul flagelle polaire utilisé pour la motilité qui joue un rôle 

important dans la pathogénicité. Pseudomonas aeruginosa produit généralement deux 

pigments solubles : la pyocyanine, qui donne aux colonies une couleur bleue et la 

pyoverdine, et également connue sous le nom de pigment fluorescent, qui est un 
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pigment jaune-vert ou jaune-brun. Lorsqu'une souche de P. aeruginosa produit à la 

fois de la pyoverdine et de la pyocyanine, les colonies résultantes ont une couleur 

bleu-vert. 

P. aeruginosa est une bactérie ne fermentant pas le glucose et le lactose fréquemment 

isolée chez les patients hospitalisés. P. aeruginosa est une aérobie obligatoire, bien 

qu'elle puisse utiliser le nitrate et l'arginine comme accepteur final d'électrons lorsque 

l'O2 n'est pas disponible, ce qui permet à l'organisme de se développer de manière 

anaérobie.(Todar’s, 2010). 

 

III.3.5.2.2 La classification  

Tableau III.3 : Classification de Pseudomonas aeruginosa 

Classification 

Règne :                                            Bacteria 

Division :                                        Proteobacteria 

Classe :                                          Gammaproteobacteria 

Ordre :                                           Pseudomonadales 

Famille :                                        Pseudomonadaceae 

Genre :                                         Pseudomonas 

Espèce :                                      Pseudomonas aeruginosa  

                                                       (Pillet et al., 1986) 

III.3.5.2.3 Pouvoir pathogène  

     P. aeruginosa, l'un des principaux agents pathogènes d'origine alimentaire et 

suscite des inquiétudes importantes en matière de sécurité alimentaire car P. 

aeroginosa est une source de contamination, provoquant une intoxication alimentaire 

et une résistance aux antimicrobiens chez les animaux, formant des biofilms et des 

difficultés à prévenir les biofilms. Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquiste, 

qui vit normalement à l’état saprophytique dans l’eau, l’air, le sol humide et sur les 

végétaux. Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogène opportuniste capable 

d’infecter un large spectre d’hôtes comme les amibes, les nématodes, les insectes, les 

plantes et les animaux et l’homme (Silby et al., 2011). 

 

III.3.5.3. Staphylococcus aureus  

III.3.5.3.1 Définition  

     S. aureus est une souche bactérienne constitue de cocci à Gram positif d’un 

diamètre environ 0,1 à 1 µm de diamètre, au microscope optique elles apparaissent 
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isole en diplocoque, immobile non sporulant. aéro-anaérobie facultative qui produit une 

catalase et une coagulase. 

S.aureus sur milieux solides des colonies de tilles moyennes plus ou moins 

pigmentées en jeune d’ où le nom staphylocoques dore. 

III.3.5.3.2 Classification  

Tableau III.4 : Classification de Staphylococcus aureus Selon Schleiferet Bell 
(2009), S.aureus est classé comme suit : 

Classification 

Domaine                                     Bacteria 

Embranchement                       Eubacteria 

Phylum                                     Firmicutes 

Classe                                      Bacilli 

Ordre                                       Bacillales 

Famille                                    Staphylococcaceae 

Genre                                     Staphylococcus 

Espèces                                Staphylococcus aureus. 

III.3.5.3.3 Pouvoir pathogène   

      S.aureus provoque des infections superficielles cutanées, sous-cutanées et 

muqueuses comprennent les furoncles, anthrax, panaris, impétigos, abcès, cellulites, 

lymphangites (Perez, 2013). 

 

III.3.5.4 Bacillus subtilis 

 III.3.5.4.1 Définition  

     Bacille à Gram positif, mobile par des cils péritriche, capsulé, en forme de bâtonnets 

de 2µm de diamètre et dont la longueur peut atteindre 7µm, formant des spores 

ellipsoïdales ou cylindrique, Elle est aérobie stricte, et capable de former des 

endospores.                              

III.3.5.4.2 Classification  

Tableau III.5 : Classification de Bacillus subtilis 

Classification 

Règne                                  Bacteria 

Embranchement                       Firmicutes 

Classe                                 Bacilli 

Ordre                                           Bacillales 

Famille                                Bacillaceae 

Genre                                          Bacillus 

                                                     Espèce 

                                                 Bacillus subtilis 
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 III.3.5.4.3 Pouvoir pathogène  

      Responsable d’intoxications alimentaires spontanément résolutives (24-48 

heures) de deux types (syndrome diarrhéique et syndrome émétique) ainsi que 

d’infections opportunistes. La principale voie de transmission de cette bactérie à 

l’Homme est alimentaire. En effet, de par son abondance dans le sol et la résistance 

de ses spores, peut contaminer pratiquement toutes les catégories d’aliments et 

particulièrement les végétaux. 

 

III.3.5.5 Candida albicans  

III.3.5.5.1 Définition  

   Le Candida albicans est un organisme mycotique, il fait partie de la famille des 

champignons Candida albicans est un champignon diploïde et encapsulé classé parmi 

les polymorphes car il peut prendre l’aspect de levures ou l’aspect de pseudo‑hyphes 

selon la température, le pH et les nutriments du milieu (Ryan, 2004). Il est présent 

depuis toujours sur les muqueuses, la peau, ou bien encore dans les intestins. Lors 

d'un déséquilibre immunitaire ou hormonal, il prolifère et devient pathogène en libérant 

des toxines.  

III.3.5.5.2 Classification 

     La Classification de Candida albicans (Jones et al., 2004). 

Tableau III.6 : Classification de Candida albicans 

Classification 

Empire                                            Eukaryota 

Règne                                             Fungi 

Embranchement                            Ascomycota 

Classe                                            Saccharomycetes 

Ordre                                              Saccharomycetales 

Famille                                            Saccharomycetaceae 

Genre                                              Candida 

Espèce                                           Candida albicans 

 

III.3.5.5.3 Pouvoir pathogène  

   Candida albicans est un saprophyte, se dérive à un pathogène après sa grande 

multiplication dans un environnement. elle provoque un érythème cuisant recouvert 

par fois de dépôts blanchâtre crémeux (Bouvenot et al., 1996). 
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III.3.5.6 Saccharomyces cerevisiae  

III.3.5.6.1 Definition  

     Saccharomyces cerevisiae est un eucaryote unicellulaire (champignon 

ascomycète) ubiquitaire longues de 6 à 12 µm et larges de 6 à 8 µm, ovoïdes à 

arrondies. C’est une levure qui est retrouvée chez l’homme sous forme commensale 

(Pillai, 2014). Cette espèce, longtemps considérée comme non pathogène, peut aussi 

être retrouvée sous forme saprophyte dans l’environnement. 

III.3.5.6.2 Classification  

Tableau III.7 Classification de Saccharomyces cerevisiae. 

Règne                                                 Fungi      

Division                                             Ascomycota 

Sous-embranchement                           Saccharomycotina 

Classe                                             Saccharomycetes 

Sous-classe                                            Saccharomycetidae  

Ordre                                                      Saccharomycetales 

Famille                                           Saccharomycetaceae 

Genre                                                      Saccharomyces 

Espèce                                                   Saccharomyces cerevisiae 

 

III.3.6 Activité antibactérienne des huiles essentielles  

   Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles sont bien connues et bien 

documentées. En effet, de nombreux travaux de recherche ont mis en évidence leur 

puissante activité antiseptique agissant aussi bien sur les bactéries, les champignons 

pathogènes que les virus. 

 L’activité antibactérienne des huiles essentielles est la plus étudiée. On distingue deux 

sortes d’effets des huiles essentielles sur ces microorganismes : 

 Effet bactéricide (bactéricide) : exerçant une activité mortelle 

 Effet bactériostatique (bactériostase) : entraînant une inhibition de la 

croissance. 

D’une manière générale, l’action des huiles essentielles se déroule en trois phases : 

 Attaque de la paroi bactérienne par l’huile essentielle, provoquant une 

augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires ; 

 Acidification de l’intérieur de la cellule, bloquant la production de l’énergie 

cellulaire et la synthèse des composants de structure. 

 Destruction de matériel génétique, conduisant la mort de la bactérie. 
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Figure III.4 : Mécanismes d'action des huiles essentielles au niveau de la cellule 
bacterienne (Li et al., 2014). 

 

III.3.7 Activité antifongique des huiles essentielles 

III.3.7.1 Introduction  

   Les mycètes (champignons) sont des organismes eucaryotes, appartenant au règne 

Fungi. Ils sont hétérotrophes, se nourrissent par absorption à partir du mycélium 

(réseau de filaments). Les mycètes vivent en commensaux (à l’exemple du Candida 

sp) chez l’homme sans occasionner de lésions ; parfois en parasites d’où le terme « 

mycoses » pour les lésions qu’ils occasionnent. Selon l’état immunitaire du patient, ils 

peuvent passer du commensalisme au parasitisme. On distingue trois types : les 

champignons filamenteux, les levuriformes et les di morphiques. 

 

III.3.7.2 Activité antifongique des huiles essentielles 

Elles agissent à différents niveaux : 

 Sur la paroi. 

 Sur la membrane. 

 Sur la synthèse des acides nucléiques. 

 Sur la synthèse des stérols 

L’activité antifongique est estimée selon la durée d’inhibition de la croissance du 

champignon déterminée par simple observation macroscopique, elle décroît selon le 

type de fonction chimique : Phénols› Alcools› Aldéhydes› Cétones› Ethers› 

Hydrocarbures. 
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III.4 Evaluation de l’activité antimicrobienne des HES 

    La technique de détermination de l’activité antimicrobienne des HE et des extraits a 

une grande influence sur les résultats. Les difficultés pratiques viennent de l’insolubilité 

des constituants de ces huiles dans l’eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester 

à des faibles concentrations et des problèmes de standardisation des méthodes (Hulin 

et al., 1998). 

      L’insolubilité des huiles essentielles dans l’eau et d’une manière générale dans les 

milieux aqueux largement utilisés en microbiologie, est une des explications de la 

variété des techniques d’évaluation. Selon la souche microbienne, l’huile essentielle 

et l’application choisie, divers milieux de culture peuvent être mis en œuvre. A l’heure 

actuelle, l’activité antimicrobienne in vitro d’une substance peut être mise en évidence 

par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu’en milieu 

liquide. 

 

III.4.1 Méthode de diffusion en milieu solide 

    La méthode de diffusion sur disque, appelée aussi méthode de Vincent ou technique 

de l’aromatogramme mise au point par Schroeder et Messing en 1949. Cet examen 

se fait de la même manière qu’un antibiogramme où les antibiotiques sont remplacés 

par des essences aromatiques, préalablement sélectionnées et reconnues (Bachiri et 

al., 2016). Dans cette méthode, les disques de papier filtrant stérilisés de 6 mm ou 9 

mm sont saturés avec un extrait de plante stérilisé filtré de la concentration souhaitée. 

Les disques imprégnés sont ensuite placés sur la surface d’un milieu d’agar solide 

approprié comme Mueller Hinton. Les médias ont été pré inoculés avec des 

organismes d’essai. La taille standard de l’inoculum est de 1 x 108 UFC / ml de 

bactéries pour les plaques de diffusion d’inoculation qui est égale à la norme de 

turbidité McFarland 0.5. Certains chercheurs imprègnent le disque en papier avec 

l’extrait végétal avant de mettre les plaques inoculées tandis que d’autres préfèrent 

après. Les plaques sont ensuite incubées pendant 24 h à 37 ° C (bactéries) et 48 h à 

25 ° C (champignons). Après l’incubation, le diamètre de la zone est mesuré au 

millimètre entier le plus proche au point où il y a une réduction importante de la 

croissance de 80% (Das et al., 2010). 
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Figure III.5 : Illustration de la méthode d'aromatogramme 

 

 III.4.2 Technique de diffusion en puits  

Le principe de cette technique est similaire à celui de la diffusion sur disque. Elle 

consiste à creusé un trou de 6 à 8 mm de diamètre dans la gélose. Un volume fixe 

d’extrait végétal est ensuite introduit dans le puits d’agar perforé et incubé à une 

température et une durée optimales en fonction du microorganisme testé (Das et al., 

2010). 

 

Figure III.6 : Le principe de la methode de diffusion en puits 

III.4.3 Micro-atmosphère 

      Dans cette technique, le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la 

boîte de Pétri, renversée pendant la durée de l’expérience. Il se produit alors une 

évaporation des substances volatiles dans la boite et les cellules sensibles de 

l’inoculum sont inhibées. La lecture du test porte donc sur la croissance ou non de 
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l’inoculum (Hulin et al., 1998). L’inconvénient de cette méthode c’est qu’elle ne montre 

que l’activité des constituants volatils à température d’incubation, et non de l’HE elle-

même. 

III.4.4 Technique en milieu liquide (méthode de dilution) 

     Le but des méthodes de dilution en bouillon et en gélose est de déterminer la 

concentration la plus faible de l’antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la 

bactérie testée (la CMI, habituellement exprimée en mg/mL ou mg/litre). Cependant, 

la CMI ne représente pas toujours une valeur absolue. La « véritable » CMI est un 

point entre la plus basse concentration qui empêche la croissance de la bactérie et la 

concentration inférieure immédiate. 

III.4.4.1 La dilution en bouillon 

          La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension 

bactérienne (à une concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée 

contre des concentrations variables d’un agent antimicrobien dans un milieu liquide. 

La méthode de dilution en bouillon peut être effectuée dans des tubes contenant un 

volume minimum de 2 ml (macrodilution) ou dans de plus petits volumes à l’aide de 

plaques de microtitration (microdilution). L’utilisation de ces plaques avec un protocole 

documenté, y compris les précisions sur les micro-organismes de référence approprié, 

peut faciliter la comparaison des résultats entre analyses. 

III.4.4.2 La dilution en gélose 

         La dilution en gélose implique l’incorporation d’un agent antimicrobien dans un 

milieu gélosé à des concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 

2, suivie de l’ensemencement d’un inoculum bactérien défini à la surface de la gélose 

de la boîte. 
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IV. Matériels et Méthodes  

IV.1. Contexte et démarche 

    L’objectif de cette présente étude est la caractérisation physico chimique et étude 

des activités biologiques de deux huiles végétales (huile de Table et huile d’Oléastre) 

très consommés en Algérie, aromatisées avec trois huiles essentielles qui peuvent-

être valoriser dans le domaine pharmaceutique, agro-alimentaire et cosmétique.  

        Pour atteindre cet objectif, nous nous somme focaliser sur les deux sous 

objectifs suivants : 

 Extraction des huiles essentielles de trois plantes médicinales et aromatiques 

(le Citron, l’Ail, et le Thym) et l’huile d’oléastre avec une caractérisation physico 

chimique de la qualité des huiles extraites.  

 Tester l’effet antimicrobien et antioxydant des huiles végétales (huile de Table 

et huile d’Oléastre) avant et après l’aromatisation avec trois huiles essentielles. 

IV.2 Présentation d’organisme d’accueille  

      Les travaux de ont été réalisés d’une part au niveau du laboratoire de 

l’agroalimentaire  du CRAPC, Centre de recherche scientifique et technique en 

analyse physico-chimiques de Bou-Ismail, Tipaza, dirigé par Dr. ALILECHE 

KHOUKHA  et, d’autre part au niveau de  Unité Biotic SAIDAL , le laboratoire 

microbiologie CRD, Route de Baraki Gué de Constantine Alger dirigé par Mme. 

Ouraghi Sonia. 

IV.3 Choix de l’huile de table Cevital Elio 

     Notre choix a porté sur l’huile « Elio » c’est une huile largement utilisée en raison 

de sa disponibilité et de son coût raisonnable par rapport aux autres huiles en usage 

dans notre pays. Cette huile est produite dans la raffinerie « Cevital » en formats 

1litre.Les caractéristiques portées sur l'étiquette de l'emballage sont résumé dans le 

(Tableau I.1)  

IV.4 Préparation du matériel végétal 

   L’étude a été effectuée sur trois plantes aromatiques d’origine Algérienne à savoir : 

le citron (Citrus limon L), l’ail (Allium sativum L), le thym (Thymus vulgaris L). Les HEs 

utilisées dans cette étude sont des huiles d’une pureté de 100 % naturelles, Ces 
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dernières ont été extraites par hydro distillation. Pour chaque prélèvement végétal, 

(500 g) ont été hydro distillées pendant 5h à l‘aide d‘un appareil de type Clevenger 

dans le respect du procédé validé par la pharmacopée européenne Ces HEs sont 

conservées, à l’abri de la lumière et de l’oxygène à une température de 3 ± 1 °C, dans 

des flacons opaques fermés hermétiquement en vue de leur analyse. 

 

Figure IV.1 : Montage d’hydrodistillation type Clevenger. 

(Photo originale 2022). 

 

     La présente étude porte sur un échantillon d’huiles d’olives de la campagne 

oléicole 2021/2022. Un échantillon est issue des fruits d’un olivier sauvage de la 

région de Soummam ; La récolte des olives est réalisée à la main sur différents arbres, 

choisis au hasard à hauteur d’homme et aux quatre points cardinaux. Le transport des 

échantillons est effectué dans des caisses en plastiques aérées. Les olives sont 

effeuillées et bien homogénéisées puis lavées. L’extraction de l’huile est effectuée au 

niveau du laboratoire de l’I.T.A.F.V de Takerietz au moyen d’un oléodoseur (Levi-

Dilon-Lerogsame), selon les étapes suivantes :  

  Le broyage est réalisé par un broyeur à marteau . 

  Le malaxage est effectué en deux temps : 15 minutes sans eau et 15 minutes 

après ajout de 50 ml d’eau à 30°C pour 920g de pates d’olives. 
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 La centrifugation pendant une minute de la pâte malaxée est réalisée à l’aide 

d’une centrifugeuse verticale ayant une vitesse de 4845 tours /min; qui sépare la 

phase liquide de la phase solide. Après décantation, les huiles sont recueillies dans 

des flacons en verre fumé, remplis, étiquetés et conservés à une température de 

4°C. 

Tableau IV.1 : Echantillonnage  

Espèce 

végétale 

Provenance et date 

de récolte 

Système et date 

d’extraction 

Conditionnement 

Citrus limon L Région de Fouka 

willaya «Tipaza» 

(09/03/2022). 

Hydrodistillation 

(clevenger) 

10/03/2022 

Flacon En verre 

ambré « 1ml » 

Allium 

sativum L 

Région de Tablat 

willaya de 

« Médéa »Prélevé 

(09/03/2022). 

Hydrodistillation 

(clevenger) 

       10/03/2022 

Flacon En verre 

ambré « 1ml » 

Thymus 

vulgaris L 

Région d’Aïn Boucif 

willaya de « Médéa » 

Prélevé le 

(03/03/2022). 

Hydrodistillation 

(clevenger) 

Date : 10/03/22 

Flacon En verre 

ambré « 1ml » 

Olea europaea 

L 

Région de la 

Soummam willaya de 

« Bejaia » en début 

Novembre 2021. 

Extraction à froid Flacon en verre 

ambré 

« 80ml » 

Huile de table 

ELIO 

Achat superette EL 

Harrach Alger 

Le 07/04/2022 

Lot n : A Bouteille en 

plastique 

« 01L » 

 

IV.5.Matriels biologiques et non biologiques 

IV.5.1.Matriels biologiques (Annexe I). 

    Pour évaluer l’activité antimicrobienne des huiles végétales avant et après 

aromatisation avec des trois huiles essentielles nous avons utilisé les souches 

microbiennes suivantes :  

Tableau IV.2 : Ces souches de collection internationale ATCC (American type culture 

collection) ont toutes été fournies par le laboratoire de microbiologie CRD de Biotic-

SAIDAL. 
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Les souches  La famille et Classification Référence  Milieux de 

culture 

-Escherichia coli. - Enterobacteriaceae. 

-Bacilles à Gram négatif. 

ATCC8739. Mueller Hinton. 

-Pseudomonas 

aeruginosa. 

-Pseudomonadaceae. 

-Bacilles à Gram négatif. 

ATCC9027. Mueller Hinton. 

-Staphylococcus 

aureus. 

-Staphylococcaceae. 

-Coques à Gram positif. 

ATCC6538. Mueller Hinton. 

-Bacillus subtilis -Bacillaceae. 

-Bâtonnets à Gram positif. 

ATCC6633. Mueller Hinton. 

-Candida 

albicans 

- Saccharomycetaceae. 

-Des colonies qui sont grandes 

rondes de couleur blanche ou 

crème (albicans) signifie          

« blanchâtre ». 

ATCC10231. Sabouraud. 

-Saccharomyces 

cerevisiae. 

- Saccharomycetaceae. 

-Eucaryote unicellulaire, cellules 

isolées, ovoïdes à arrondies. 

ATCC9763. Sabouraud. 

IV.5.2.matriels non biologiques  

Le matériel non biologique utilisé dans le laboratoire de l’unité de CRAPC est 

représenté en Annexe II 

IV.6. Rendement d’extraction 

    Le rendement en huile essentielle est la première quantification à faire ; il est 

exprimé en millilitre pour 100 grammes de matière végétale sèche. Le rendement en 

huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse de l’huile essentielle 

obtenue et la masse du matériel végétal à traiter. Les huiles essentielles sont 

recueillies et conservées au réfrigérateur à 4°C dans des bouteilles sombres pour les 

préserver de la chaleur 

𝐑𝐄𝐇% =
𝐌𝐇𝐄 

𝐌𝐒
𝐗𝟏𝟎𝟎 

D’où : 

R : Rendement en huile essentielle en pourcentage (%). 

MHE : quantité d’extraite récupérée exprimée en g. 

MS : quantité de la matière végétale sèche utilisée pour l’extraction exprimée en g. 
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     Figure IV.2 : flacons verre ambré des huiles essentielles 

(Photo originale 2022). 

IV.7 Analyses physico-chimiques  

IV.7.1.Analyses physiques 

IV.7.1.1. Humidité (ISO 662, 1996) 

     Cette méthode consiste en une dessiccation du produit après chauffage à une 

température de 103±2°C dans une étuve isotherme et à pression atmosphérique 

jusqu’à obtention d’une masse constante. Les échantillons séchés sont refroidis dans 

un dessiccateur puis pesés. Le taux d’humidité est exprimé en pourcentage selon la 

formule suivante : 

𝑯% =
𝑷𝟏 − 𝑷𝟐

𝑷𝟏 − 𝑷𝟎
𝑿𝟏𝟎𝟎 

Sachant : 

 H (%) : l’humidité est exprimée en pourcentage de masse. 

 P   : le poids de la capsule vide (g). 

 P1 : le poids de la capsule et la prise d’essai avant séchage (g). 

 P2 : le poids de la capsule et la prise d’essai après le séchage (g).  

 

 

 

 

 

 

 

 

      Figure IV.3 : Les huiles dans une étuve pendant 1heure Apres dans le 
dessiccateur 30mins. (Photo originale 2022). 
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IV.7.1.2 La densité relative 

 Définition 

  C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’huile à 20°C, et la masse d’un 

volume égal d’eau distillée à la même température. 

 

 Principe  

À l’aide d’une balance analytique, effectuer de pesées successives de volume égal 

d’huile et d’eau à la température de 20°C. 

 

 Mode opératoire 

 Nettoyer soigneusement le pycnomètre et le sécher. 

 Déterminer la masse m0 du pycnomètre vide. 

 Remplir le pycnomètre avec de l’eau distillée jusqu'à le trait de jauge et laisser 

30 mn dans un bain marie à 20°C. 

 Déterminer la masse m1 de pycnomètre rempli d’eau distillée. 

 Nettoyer et sécher le pycnomètre. 

 Remplir le pycnomètre avec de l’huile jusqu'à le trait de jauge. 

 Déterminer la masse m1 de pycnomètre contenant l’huile.  

 Méthode de calcul La densité relative est donnée par la formule ci-dessous.  

𝑫𝟐𝟎
(𝑴𝟐 − 𝑴𝟎)

(𝑴𝟏 − 𝑴𝟎)
 

Ou : m0 : Masse (g) du pycnomètre vide.  

m1 : Masse (g) du pycnomètre rempli d’eau.  

m2 : Masse (g) du pycnomètre rempli d’huile. 

 

IV.7.2.Caractérisation chimique : 

IV.7.2.1. Détermination de l’acidité : 

 Principe  

    Il consiste à mettre en solution une prise d'essai dans un mélange de solvants, puis 

titrage des acides gras libres présents à l'aide d'une solution éthanolique d'hydroxyde 

de potassium (ISO 660, 2012) selon la réaction suivante : 

 

 

R-COOH + KOH                                  R-COOK +H2O 
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 Mode opératoire 

    Dans une fiole (250ml), on introduit une prise d’essai (P) de 2,5 g de l’huile d’olive 

dissoute successivement dans 50 ml du mélange d’oxyde diéthylique/éthanol (25 ml 

diéthylique : 25 ml éthanol), préalablement neutralisé. On ajoute ensuite quelques 

goûtes de phénolphtaléine et on titre sous agitation avec la solution d'hydroxyde de 

potassium à 0,1 mole par litre jusqu'au virage de l'indicateur (coloration rose de la 

phénolphtaléine persistant durant au moins 10 secondes). En parallèle, on réalise un 

essai à blanc dans les mêmes conditions en absence de l’huile d’olive. 

 Expression des résultats 

L’acidité d’une huile est exprimée en gramme d’acide oléique par 100g d’huile, selon 

l’équation suivante : 

𝑨% =
𝑽. 𝑪. 𝑴

𝟏𝟎. 𝑷
 

   

V : Volume en millilitre de la solution titrée de KOH utilisée pour l’échantillon. 

C : Concentration en moles/litre, de la solution titrée de KOH utilisée à 0,1 N.  

M : Masse molaire de l’acide oléique (282 g/mole). 

P : Prise d’essai en grammes. 10 : Facteur de conversion. 

 

IV.7.2.2 Détermination de l’indice de peroxyde 

 Principe 

    L’indice de peroxyde représente la quantité des substances de l’échantillon 

(exprime en milliéquivalents d'oxygène actif par Kg de matière grasse) qui oxydent 

l’iodure de potassium. Indice de peroxyde est déterminé selon la méthode décrite dans 

le règlement CEE/2568/91. Le principe repose sur la prise d’essai est traitée par 

l’iodure de potassium en présence de chloroforme et acide acétique. L'iode libéré est 

titré en retour par une solution de thiosulfate de sodium. 

 Protocole expérimental  

    La méthode utilisé est celle d’ISO 3960, 2007. - 5g d’huile pesées dans une fiole et 

mélangés avec 12ml de chlorophorme ; le tout est agité. - 18ml d’acide acétique glacial 

ainsi que 1ml d’Iodure de potassium (KI) (solution aqueuse saturée) sont ajoutés. - Le 

mélange est agité pendant 1mn et laissé reposer pendant 5mn à l’abri de la lumière et 

à une température de 15 à 25°C. - 75ml d’eau distillée sont additionnés suivi d’un 
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titrage de l’iode libéré avec une solution de thiosulfate de sodium [C (Na2S2O3)] à 

0,01N en agitant vigoureusement et en employant la solution d’amidon (1g/100ml) 

comme indicateur jusqu’à disparition de la couleur. - Un essai à blanc est effectué 

simultanément. 

L’indice de peroxyde en milliéquivalent d’O2/kg est calculé selon l’équation : 

IP= 𝐍
(𝐕−𝐕𝟎)

𝐌
. 𝟏𝟎𝟎𝟎 

Ou  

N : Normalité de thiosulfate de sodium (0.01).  

V, V0 : Volume en ml de NaS2O3 nécessaire pour li titrage de l’échantillon et de l’essai 

à blanc respectivement. 

M : masse en gramme de la prise d’essai. 

 

IV.7.2.3. Analyse des pigments 

IV.7.2.3.1. Détermination de la teneur en pigments (chlorophylle et caroténoïde)  

    Le protocole du dosage des caroténoïdes et de la chlorophylle utilisé est celui de 

(Minguez et al., 1991): 

 Une prise d’essai de 3 g d’huile est ajustée jusqu'à 10 ml de cyclohexane dans 

une fiole jaugée.  

 Les absorbances maximales à 670 nm et à 470 nm nous renseignent sur la 

fraction chlorophyllienne et les caroténoïdes respectivement.  

 La valeur du coefficient d’extinction spécifique utilisée : 

E0= 613 pour la Phéophytine (composant majeur des chlorophylles).  

E0= 2000 pour la Lutéine (composant majeur des caroténoïdes). 

 

 

 

 

 

 

A : absorbance.  

T : trajet optique (épaisseur de la cuve 1 cm). 
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IV.7.2.4. Absorbance dans l’ultraviolet 

     Les extinctions spécifiques mesurées par spectrophotométrie aux longueurs 

d’ondes 230 nm et 270 nm nous renseigne sur la possibilité de détérioration d’huile 

par le phénomène d’oxydation. Ce dernier engendre des systèmes diéniques et 

triéniques dont les maximums d’absorption sont aux alentours de 230 nm et 270 nm 

respectivement (Yadav et al., 2004),(Annexe IV). L’absorbance, exprimée comme 

extinction spécifique, est déterminée selon la méthode décrite par le COI (1996).Une 

masse de 0,25g d’huile filtrée est diluée dans 25ml du cyclohexane. L’absorbance est 

mesurée aux deux longueurs d’ondes 232 nm et 270 nm. Les extinctions spécifiques 

à ces longueurs d’ondes sont exprimées comme suit : 

𝑬 =
𝑨𝝀

𝑪. 𝑳
 

 

Où : E : Extinction spécifique à la longueur d’onde λ. 

Aλ : la densité optique à la longueur d’onde λ.  

C : la concentration de la solution en g/100ml. 

L : Longueur de la cuve en centimètre. 

 

IV.7.3 Dosage des composés phénoliques 

IV.7.3.1 Préparation des extraits 

     La méthode adoptée est basée sur l’extraction liquide-liquide décrite par (Pirisi et 

al., 2000). Une masse de 4 g d'huile est solubilisée dans un mélange constitué de 4 

ml de n-hexane et 4 ml du méthanol 60%. Après agitation pendant 2 min, le mélange 

est centrifugé (3000 rpm/5 min). Les deux solvants se séparent et la phase 

méthanolique est récupérée ; l’opération est répétée trois fois et les extraits 

méthanoliques ainsi obtenus sont combinés (figure IV.4). 
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1 : Agitation avec le vortex                2 : présentation de deux phases         3 : récupère le surnagent 

                                                                                                                 (Apres trois extraction) 

Figure IV.4 : La préparation des extraits (Photo originale 2022). 
 

IV.7.3.2 Dosage des Composés phénoliques totaux  

    Le dosage des polyphénols totaux dans l’huile d’amande amère a été effectué par 

colorimétrie en utilisant le réactif de Folin – Cicalteu. 

 Principe : 

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H 

3 PW 12 O 40) et d’acide phosphomolybdique (H 3 PMo 12 O 40) de couleur jaune. Il est 

réduit, lors de l’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungstène (W 

8 O 23) et de molybdène (Mo 8 O 23). La coloration produite est proportionnelle à la 

quantité de polyphénols présente dans l’huile. 

 Mode opératoire 

Diluer une prise de 1ml de chaque échantillon d’huile d’amande dans 5ml de méthanol. 

 Peser 200mg d’acide gallique, les dissoudre dans 100ml d’éthanol, soit une 

solution (S1) avec une concentration de 2mg/ml. 

 Diluer la solution mère comme suit : 

 Prélever 5ml de la solution mère puis ajouter 5ml d’eau distillée et l’on obtient 

la dilution (S/2).  

 Prélever 5ml de la solution (S/2) puis rajouter 5ml d’eau distillée et soit la dilution 

S/4.  

 Refaire la même procédure pour les autres dilutions. 

 

 Dosage proprement dit : 

 Prélever 0.5 ml de chaque dilution d’échantillon dans les tubes à essais, ajouter 

5ml d’eau distillée dans chaque tube. 



  Chapitre IV                                                                                              Matériels et méthodes 

57 
 

 Ajouter 0.5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu. Après 3mn, ajouter 0.5ml de 

carbonate de sodium à 20%. 

 Laisser incuber pendant 1h à température ambiante et à l’abri de la lumière. 

 Mesurer la densité optique de ces solutions avec un colorimètre à 760 nm 

contre un blanc. 

 Le blanc est représenté par 5ml d’eau distillée, additionnée de 0.5ml de Folin et 

0.5ml de carbonate de sodium à 20%. 

  Effectuer les mêmes opérations pour réaliser une gamme d’étalonnage utilisant 

l’acide gallique à des concentrations de 0 à 2 mg/ml. 

 La lecture des absorbances est faite à partir d’un spectrophotomètre à 760nm 

(Vasquez et al., 1973 ; Mohamed Ali et al., 2008). 

 

Figure IV.5 : Montre la préparation d’acide gallique par dilution. 

 

Figure IV.6 : Montre la préparation des échantillons. (Photo originale 2022). 
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IV.7.4 Analyse spectrale par infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) 

     L’analyse par spectrophotométrie infrarouge permet de distinguer les bandes 

caractéristiques des principales fonctions chimiques d’un aliment ; il s’agit d’un outil 

indispensable au suivi des modifications chimiques induites. Ainsi, un échantillon 

irradié par un faisceau infrarouge subit des vibrations moléculaires et absorbe une 

partie de l'énergie incidente. Son spectre infrarouge présente donc des bandes 

d’absorption dont les fréquences sont caractéristiques en fonction de la nature 

chimique du composé.     

L’appareil utilisé est un spectrophotomètre à Transformée de Fourier de marque Alpha 

de la maison Bruker. L’interprétation des spectres est effectué dans la zone 400-4000 

cm-1 de nombre d’onde (64 scans, résolution 1cm-1) (voir l’Annexe IV Fig 2).  

 

IV.7.5 Caractérisation par GC-MS des huiles essentielles :  

 Condition opératoire  

1. Injecteur : 

-Température 250°C. 

-Mode d’injection : Split.1 ; 80. 

-Volume injecté : 0 ,2 µl. 

2. Colonne : 

-Type : HP-5MS   

-Dimensions : long 30 m * D int 0.25 mm * épaisseur film 0.25 µm. 

-Phase stationnaire : 5% Phenyl 95% dimethylpolysiloxane.  (Autre : Spécifier). 

-Température du four : 60°C pendant 8min, 2°C/min jusqu’à 250°C, isotherme pendant 

10 min.. 

-Durée d’analyse : 113 min  

-Gaz vecteur : Hélium pureté : N6.0, Débit GV : 0.5 ml/min. 

 

3. Détecteur de masse : 

-Mode d’analyse : Scan TIC (de 30à 550) 

-Délai du solvant : 3.5min  

-Température de l’interface : 280 °c 

-Type d’ionisation : Impact électronique 

-Intensité du filament : 70 év 
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-Type de l’analyseur de masse : Quadripôles Température de la source : 230 °c 

4. Equipement :  

-Chromatographe : Hewlett Packard Agilent 6890 plus 

-Spectromètre de masse : Hewlett Packard Agilent 5973, (voir l’Annexe IV.Fig). 

 

IV.7.6 Aromatisation des huiles végétales avec les trois huiles essentielles  

L’aromatisation a été réalisée par la méthode directe en ajoutant des petites quantités 

d’huiles essentielles pour l’huile d’oléastre et huile de table Elio. Les concentrations 

des différentes Les concentrations des différentes solutions préparées sont portées 

sur le tableau ci-dessous. 

On prend les mesures : 

Tableau IV.3 : résume les concentrations  

Huiles 

Végétales 

Concentration (µl/ml). 

Solution mère. Solution Fille 1. Solution fille 2. 

  Aromatisée avec l’AIL 5 2.5 1.25 

 Aromatisée avec le Citron 5 2.5 1.25 

Aromatisée avec le Thym 5 2.5 1.25 

 

Les huiles sont conservées dans des flacons verre ambré de 10 ml avec bouchon dans 

le frigidaire 4°C jusqu’à l’utilisation. 

 

 

             

 

 

 

 

 

 

IV.7.6 Analyse des acides gras par GC-MS 

     Les esters méthyliques de l’huile ont été préparés, dans le n-heptane (0,12g/2ml), 

avec une solution froide de KOH (2M) selon la norme NF EN ISO 5509..  

Figure IV.7 : Flacons verre ambré des huiles aromatisées 

 

(Photo originale 2022) 
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Ces esters d’acides gras obtenus ont été analysés selon la norme NF EN ISO 

5508 à l’aide d’un spectromètre de masse, HP 5973A à quadripôle est couplé à un 

chromatographe en phase gazeuse HP 6890 SERIES. La colonne capillaire 5 % 

Phényl Méthyl Siloxane possède les caractéristiques suivantes (longueur : 30 m ; 

diamètre interne : 0,25 mm ; épaisseur du film : 0,25 μm). 

Les conditions opératoires sont : Mode d’injection : splittes 1/20, Température 

de l’injecteur : 250 °C ; Programmation de température : 60°C (8 min), puis élévation 

jusqu’à 250°C à raison de 2 °C/min et en isotherme (250°C) pendant 10 min. Gaz 

vecteur : He à 0,5 ml/min ; Volume injecté : 0.2l ; Vitesse de balayage : 2,83 scan/s. 

Les températures de la source et du quadripôle sont fixées à 230 °C et 150 °C 

respectivement ; énergie d’ionisation 70 eV, gamme de masse m/z: 29 à 550. 

 

Figure IV.8 : Préparation des esters méthyliques. 

(Photo originale 2022).  
 

IV.7.7.Etude de l’activité antioxydant  

    Le réactif DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un composé chimique qui fut l’un 

des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité 

antioxydant des composés phénoliques. Il est réduit par un transfert d’hydrogène qui 

provient des différents antioxydants qui se trouvent dans le milieu réactionnel à la 

forme d’hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogène. La mesure de 

l’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue, 

due à une recombinaison des radicaux DPPH, mesurable par spectrophotométrie à 

une absorbance de 517 nm. Figure IV.9. 
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Figure IV.9 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH• entre l’espèce 

radicalaire (DPPH•) et un antioxydant (AH). 

 

   Un volume 0,975 ml de la solution méthanolique de DPPH fraîche (0 ,0024g/100 ml 

méthanol) est ajouté à 0,25 ml de l’extrait méthanolique de chaque échantillon à 

différentes concentrations (2 - 100 μg/ml). Le mélange est fortement agité, incubé 

pendant 30 min à l’obscurité. L’absorbance a été mesurée à 517 nm contre un blanc 

méthanol avec un spectrophotomètre UV–visible. Le contrôle négatif est composé de 

0,25 ml d’éthanol et de 0,975 ml de la solution de DPPH•. Le contrôle positif est 

représenté par une solution d’un antioxydant standard. Le pourcentage d’activité anti 

radicalaire (AA%) est calculé selon la formule suivante : 

𝐀𝐀% +
𝐀𝟎 − 𝐀𝐒

𝐀𝟎
𝐗𝟏𝟎𝟎 

Avec : AA : activité antioxydante (%). A 0 : densité optique du contrôle (nm). A S : 

densité optique de l’échantillon (nm). 

Les antioxydants synthétiques, le BHT (hydroxytoluène butylé) et la vitamine C (acide 

ascorbique) sont utilisées comme standards à différentes concentrations. Le résultat 

est exprimé en mg de vitamine C équivalent (mg E VC) par ml de l’extrait. 

 

IV.7.8.Evaluation de l’activité antibactérienne des huiles extraites  

    L’étude de l’activité antibactérienne de l’huile extraite est généralement réalisée par 

la méthode de diffusion sur des disques stériles et déterminer la zone d’inhibition de 

la croissance des germes étudier (bactéries, levures) (méthode d’aromatogramme 

(Ozcan et al., 2003). Elle permet d’étudier la sensibilité des germes aux huiles 

végétales et les huiles essentielles extraites, avant et apres l’aromatisation. Les tests 

réalisés sont validés par le laboratoire de microbiologie CRD de Biotic-SAIDAL. 

(Pharmacopée Européenne, 2020). 
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 préparation du milieu de culture : 

Pour les bactéries                     milieu Mueller Hinton(MH).  

Pour les levures                        milieu Sabouraud(Sab). 

Protocole pour la préparation d’1L de milieu de culture (pour environ 15 boîtes de 

Pétri). On est besoin d’un matériel Physiques et chimiques (Voir Annexe VI). 

Les deux milieux ont été coulés dans des boites de stériles de 90mm de diamètre. 

Ces dernières doivent êtres séchées 30 min à une température ambiante du 

laboratoire avant leur emploi.       

 

Figure IV.10 : Les milieux de culture préparés (Photo originale 2022). 

 

 Préparation des disques : 

   Les disques de 9 mm de diamètre, stériles (stérilisation par Ultraviolet pendant 

30min), (Annexe IV). 

 

IV.7.8.1.Préparation de l’inoculum : 

 Pour les bactéries :  

IV.7.8.1.1.Repiquage  

  Les différentes souches bactériennes et fongiques on était repique par la méthode 

de stries sur le milieu gélose nutritive (GN), puis incubées à 37°C pour les bactéries et 

26°C pour les levures afin d’obtenir des colonies isolée qui vont servir à la préparation 

de inoculum. 
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IV.7.8.1.2. Préparation de la suspension  

-  à partir d’une culture et pure jeune de 18h à 24h, l’isolement se fait à l’aide d’une 

pipette de Pasteur sterile on raclant 3 à 5 colonies bien isolées et parfaitement 

identiques, et les mettres dans 05 ml d’eau physiologiques stériles. 

- On agite au vortex pendant quelques secondes dans opacité doit être équivalente à 

0.5 Mc Ferland.  

- on réalise une lecture de la transmittance avec le spectromètre à une longueur d’onde 

de 620nm et qui doit être entre (0.2-0.3%), ce qui correspond à une concentration de 

107- 108 germes/ml.  

 Pour les levures :  

-A partir d’une culture jeune 48h, on réalise des suspensions en prélevant colonies 

bien isolées et identiques, et les mettre dans 05ml l’eau physiologique stériles. 

-On agite au vortex pendant quelques secondes. 

-  on réalise une lecture de la transmittance avec le spectromètre à une longueur 

d’onde de 620nm et qui doit être entre (0.2%-0.3%), ce qui correspond à une 

concentration de 107- 108 germes/ml. 

Remarque :  

Si la valeur obtenue de la première lecture pour les bactéries et les levures n’est pas 

comprises dans les intervalles voulus, les concentrations doivent être ajustées en 

ajoutant soit l’eau physiologique ou les colonies, et l’inoculum doit être utilisé dans les 

15minites qui suivent sa préparation. 

 

      Figure IV.11 : Préparation des suspensions bactériennes. 

(Photo originale 2022). 
 

IV.7.8.2. Examen de l’échantillon :  

 Préparation de la 1ere couche de milieu : 
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- Nous fondons le milieu gélosé Muller Hinton (Bactéries) et Sabouraud (les levures), 

dans un bain-marie à 95°C. 

- On verse aseptiquement dans la zone sterile une 1ére couche dans les boite de petri 

à raison de 15 ml par boite avec 2 répétitions par souches. 

-  On laisse refroidir et solidifier sur la paillasse.  

 Préparation de la deuxième couche du milieu : 

- nous somme remplis les flacons en verre sterile avec 50 ml de Muller Hinton (pour 

les bactéries) et Sabouraud (pour les levures), pour chacun des souches.  

- On a ensemence les milieux de culture avec 200µl de chaque suspension. 

- On agite manuellement les flacons. 

- On transverse rapidement 4ml de chaque milieu inoculé en 2eme couche sur la sur 

la surface des boite contenant déjà la 1ére couche de gélose. 

   

2éme méthode d'ensemencement par écouvillonnage : 

Le même principe de la 1ére méthode on a réalisé cette méthode uniquement sur les 

levures S.cerevisiae pour s’assurer que les deux méthodes donnent des résultats.  

 Principe  

- Dans un champ sterile  

- A partir d’une culture pure, de 18h sur milieu d’isolement on racle à l’aide d’une 

anse de platine sterile 2 a 3 colonies de S.cereviseae bien isolées et parfaitement 

identiques. 

- Décharger l’anse dans 5 ml d’eau physiologique stérile à 0.9% de sel (NaCl). 

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne par agitation. 

- On trempe un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et l’essorer en le 

pressant sur la paroi interne du tube afin de décharger au maximum. 

- On ensemence la totalité de la surface gélosée (Gélose Sabouraud), en stries 

serrées.  

- On a répété l’opération deux fois, en tournant la boite de 60° à chaque fois sans 

oublier de faire pivoter l’écouvillon sur lui-même. Finir l’ensemencement en 

passant l’écouvillon sur la périphérie de la gélose. 

IV.7.8.3. Dépôt des disques : 

- A l’aide d’une pince sterile, les disques stérilises sont imbibés et imprégnés par les 

huiles extraites à testées et sont déposés sur la surfaces de gélose inocules avec 

les souches testées. Pour certain extrait on a déposé deux disques sur une boite.  
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- Les boites de Petri ils ont été incubés, inversés à l'obscurité dans une étuve à une 

température de 37°C durant 24 h pour les bactéries et à 26°C durant 48 h pour la 

levure 

 La lecture :  

Le diamètre de la zone d’inhibition autour du disque de papier imprégné a été 

déterminé à l’aide d’un pied à coulisse.  

- Présence de zone claire autour du disque : Présence d’activité inhibitrice. 

- Absence de zone claire autour du disque : Absence d’activité inhibitrice. 

La présence ou l’absence d’un halo permet d’expliquer la 25 sensibilité ou la résistance 

des germes vis-à-vis des échantillons testé (huiles essentielles et huiles végétales), 

selon une échelle de notation symbolique allant de 10mm a 25mm (Sadou et al., 

2015). 

Tableau IV.4 : échelle de l’activité antimicrobienne en fonction de diamètre de la zone 

d’inhibition 

Activité d’inhibition  Diamètre de la zone d’inhibition 

Action inhibitrice très efficace ZI ≥ 25 mm (+++) 

Action inhibitrice importante 16 ≤ ZI˂25mm (++) 

Action inhibitrice intermédiaire 10≤ ZI˂16 mm (+) 

Sans action inhibitrice  ZI˂ 10 mm (-) 

 

    Deux témoins positifs contenant chacun un antibactérien de référence la 

gentamycine et un antifongique de référence le fluconazole. 

Témoin positif un antibactérien de référence.                   Gentamycine (T+). 

Témoin positif, un antifongique de référence.                   Fluconazole (T+). 

 III.8. Analyses statistiques 

Toutes les données obtenues représentent la moyenne de trois essais. L’analyse 

statistique a été effectuée selon les méthodes standards de l’analyse de variance à un 

critère ANOVA 1 suivie par le test Fischer LSD en utilisant le programme informatiques 

XLSTAT 14, après vérification préalable de l’homogénéité des variances et de la 

normalité des données à analyser. Des seuils de probabilité significatifs de 5 et 1 % 

ont été utilisés.



 

 
 

Résultats 

 Et 

Discussion  
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V. Résultats et discussion  
 

    Les principaux résultats obtenus au cours de cette présente étude ainsi que les 

interprétations et discussion feront l’objet de ce chapitre. 

 

V.1. Caractérisation des huiles essentielles extraites 

V.1.1. Caractéristiques organoleptiques  
      Les caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles des plantes étudiées 

(Ail, thym et Citron) issues de la méthode d’hydrodistillation ayant un aspect liquide 

limpide et d’une couleur jaune clair à jaune foncé. Le caractère organoleptiques de ces 

trois espèces végétales sont reportés dans (le tableau V.1). 

Tableau V .1: Les Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles (HEs). 

HEs Couleur Odeur Aspect 

Thymus vulgaris L Jeune claire  Forte odeur Liquide limpide 

Citrus limon L Bleu claire Forte odeur Liquide limpide 

Allium sativum L Jeune foncé Très puissante Liquide limpide 

 

V.1.2.Détermination des rendements d’extraction des huiles essentielles 
 

    Les résultats révèlent (Figure V.1) que les échantillons de Thymus vulgaris L ont 

fourni un taux important d’environ 0.191% relativement plus élevé´ que celui obtenu a` 

partir de Citrus limon L et qui est de 0.115% et Allium sativum L 0.1%. L’ordre de 

grandeur des rendements en huile essentielle, se présente comme suit : HE de 

Thymus vulgaris L > Citrus limon L > Allium sativum L.   

 

Figure V.1 : Rendement d’extraction des HEs exprimés en % (ml/100g de MV). 
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     Selon Bousbia et Chikhoun(2004), ces différences de rendement sont dues au 

plusieurs facteurs à savoir : l’origine géographique, l’écologie, température, l’humidité, 

espèce végétale, stade de croissance, période de cueillette, conservation du matériel 

végétal et la méthode d’extraction.  

 

V.2. Analyse chimique des huiles essentielles par GC-MS  
     Les différents constituants des huiles essentielles ont été identifiés par 

comparaison de leurs spectres de masse avec ceux des composés des bases de 

données internes (HP chemstation Wily 07et Nist 02) du spectromètre de masse 

GC/SM et ceux de la base de données spectrales externe Nist 2020. 

 

V.2.1 L’huile essentielle de citron Citrus limon L 
   La composition chimique de l’HE de citron est illustrée par le chromatogramme de la 

(Fig 2 Annexe VII), et les composés identifiés sont reportés dans le (Tableau V.2). 

L’analyse des huiles essentielles du citron Citrus limon a révélé la présence de 

plusieurs monoterpènes à des quantités très élevée. Les monoterpènes sont des 

composants majeurs avec 98.7%, suivi de Sesquiterpènes (0.9%) tres faible quantités 

et autres composants avec un tres faible pourcentage de 0.4%.  
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Tableau V.2 : Les différents constituants identifiés par GC-MS dans l’huile essentielle du citron. 
 

RT  KI  Composé    % 

3,97  - Dihydrotoluene  0,223 

9,2 923 α-Thujene 0,160 

9,57 929 α-Pinene 1,001 

10,39 943 Camphene 0,111 

11,9 969 Sabinene 0,372 

12,1 973 β-Pinene 2,770 

13,1 990 β-Myrcene 1,604 

13,9 1003 α-Phellandrene 0,265 

14,73 1015  α-Terpinene 0,566 

15,29 1023 para- cymene 0,805 

16,12 1034 D-Limonene 74,399 

16,44 1039 (Z)-β-Ocimene 0,131 

17,05 1048 (E)-β-Ocimene 0,253 

17,82 1059 γ-Terpinene 7,618 

18,43 1068 P-Mentha-3,8-diene 0,011 

19,73 1086 Terpinolene 1,324 

20,76 1101 Linalool 0,466 

21,09 1105 Cis-Thujone 0,112 

21,34 1109 p-1,3,8-Menthatriene 0,114 

21,55 1112 Endo-Fencho 0,014 

23 1132 Allo-ocimene 0,101 

23,67 1142 Camphor 0,053 

23,82 1144 Cis-β-terpineol 0,185 

24,09 1147 3-thujanol 0,040 

25,44 1166 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 0,251 
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26,1 1176 Terpin-4-ol 0,692 

26,82 1186 p-Cymenene 0,091 

27,18 1191 α –Terpineol 2,123 

27,61 1197 ɣ-Terpineol 0,158 

29,97 1231 Citronellol 0,127 

30,68 1241 Neral 0,646 

32,78 1272 Geranial 1,188 

35 1304 Carvacrol 0,049 

37,59 1344 1-Phenyl pentan-3-one 0,134 

38,99 1365 Neryl acetate 0,308 

40,23 1385 Geranyl acetate 0,139 

42,1 1414 (E)-caryophyllene 0,182 

43,24 1467 α-Acoradiene 0,291 

47,75 1506 β-Bisabolene 0,436 

Total identifié  99,510                                                                                                                                               
Monoterpènes : 98,7%,  
Sesquiterpènes :0,9%,   
Autres                :0,4%    
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       Figure V.2 : Les différentes familles de composés constituant l’huile essentielle 
du citron (Citrus limon L) extraite par hydrodistillation. 

 
 
     L’huile de citron est connue d’être riche en monoterpènes tel que limonène linalool, 

terpinéol, géranial. Les résultats obtenus sont en accord avec la littérature. 

Récemment, Misharina et al. (2011) ne sont arrivés à identifier que 13 constituants 

dans l’huile essentielle du citron dont le Limonéne est le composant majeur (82.30%) 

suivi par γ-Terpinene (5.98 %) et ß- Myrcene avec une valeur de 1.48 %. Ces résultats 

sont inferieurs des résultats trouvés dans notre travail. 

 

V.2.2 L’huile essentielle d’ail  
 
     La composition chimique de l’HE de l’ail est illustrée par le chromatogramme de la 
(Fig 1 Annexe VII) et les composés identifiés sont reportés dans le Tableau V.3 
 
      Nous avons identifié 22 composés représentant 93,311% de l’huile essentielle 

brute de l’ail. L’huile essentielle de l’ail est riche avec de nombreux composés soufrés 

comme le disulfure de diallyle (21,585%) ou le trisulfure de diallyle (35,935%). Ces 

derniers proviennent essentiellement de la dégradation de l’alliine et l’allicine. 
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        Figure V.3 :   Les différentes familles de composés constituant l’huile 
essentielle de l’ail extraite par hydrodistillation 

 

 

    Nos résultats montrent que les sulfures dominent dans la composition des huiles 

essentielles de l’ail (89,714%). Cela est en accord avec la littérature  (Dethier, 2009;  

Minker, 2012; Santhosha et al., 2013),Allium sativum possède des composants 

majoritaires de Sulfures (89,714%) et minoritaires Monoterpènes (8,627%), Diallyl 

tetrasulfide (2,14%), Diallyl trisulfide (35,935), (E)-1-Propenyl 2-propenyl disulfide 

(5,020%) Allyl methyl trisulfide (6,787%) D-Limonene (7,311) Diallyl disulfide 

(21,585%), nos resultat sont superieure à celle huile A.sativum étudié par (Moumen 

et al., 2016) de variétés Ouest Algérien. 
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Tableau V.3 : les différents constituants identifiés par GC-MS dans l’huile essentielle de l’ail. 
RT KI  Composé  % 

5,12 826 1,2-Dithiolane 0,170 

5,37 852 Diallyl sulfide 0,686 

7,79 918 Allyl methyl disulfide 1,423 

8,43 929 Methyl(Z)-1-Propenyl disulfide 0,125 

8,91 937 Methyl(E)-1-Propenyl disulfide 0,270 

10,29 961 1,2-Dithiolene 0,563 

10,86 971 Dimethyl trisulfide 0,462 

14,51 1028 D-Limonene 7,311 

16,37 1055 γ-Terpinene 0,739 

18,94 1091 Diallyl disulfide 21,585 

19,5 1099 (Z)-1-Propenyl 2-propenyl disulfide 1,994 

20,01 1106 (E)-1-Propenyl 2-propenyl disulfide 5,020 

22,86 1146 Allyl methyl trisulfide 6,787 

26,17 1191 3-Vinyl-1,2-dithi-4-ene 1,229 

27,04 1203 4H-1,2,3-Trithiine 0,788 

28,26 1221 2-Vinyl-1,3-dithi-4-ene 2,381 

34,8 1316 Diallyl trisulfide 35,935 

35,5 1326 Allyl (E)-1-propenyl trisulfide 0,631 

38,65 1374 5-Methyl-1,2,3,4-tetrathiane 0,865 

40,87 1409 Z)-caryophyllene 1,548 

49,2 1545 Diallyl tetrasulfide 2,141 

75,06 2041 Cyclooctasulfur 0,657 

 
Total identifié                                                                                                                   93,311 
Sulfures : 89,714% 
Monoterpènes : 8,627% 
Sesquiterpènes : 1,659%   
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V.2.3 L’huile essentielle de Thym (Thymus vulgaris L) 
 
La composition chimique de l’HE de thym est illustrée par le chromatogramme de la 

(Fig 3 Annexe VII) ,  et les composés identifiés sont reportés dans le Tableau 4. 

Nous avons identifié 30 composés représentant 99,208% de l’huile essentielle brute 

de thym, l’huile essentielle de thym est composée majoritairement de monoterpènes 

(96,316%).  

 

 
 

Figure V.4 : les différentes familles de composés constituant l’huile essentielle du 

thym. 

 

Huile essentielle montre par GC/MS des composants majoritaire et minoritaire de 
pourcentage de Monoterpènes (96,316%), Sesquiterpènes (3,313%), Thymol 42,634 
Carvacrol 20,248%, γ-Terpinene 20,427% , para- cymene 6,802%. Nos resultat 
sont superieure de celle HE du T.vulgaris identifie par (Bouhdid et al., 2006),de 
variété Maroc.   
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Tableau V.4 : les différents constituants identifiés par GC-MS dans l’huile essentielle du thym. 
RT   KI  Composé    % 

4,11   - Methyl isovalerate 0,036 

9,21 923 α-Thujene 0,472 

9,57 929 α-Pinene 0,340 

10,42 944 Camphene 0,027 

12,45 979 Oct-1-en-3-ol 0,221 

12,85 985 Octan-3-one 0,111 

13,13 990 β-Myrcene 0,899 

13,9 1003 α-Phellandrene 0,146 

14,73 1015 α-Terpinene 2,057 

15,33 1023 para- cymene 6,802 

15,55 1026 D-Limonene 0,317 

15,78 1030 Eucalyptol 0,011 

16,27 1037 (Z)-β-Ocimene 0,023 

17,05 1048 (E)-β-Ocimene 0,038 

17,85 1059 γ-Terpinene 20,427 

19,7 1086 Terpinolene 0,022 

20,76 1101 Linalool 0,382 

26,1 1176 Terpin-4-ol 0,253 

27,42 1194 Myrtenol 0,231 

30,15 1234 Thymol methylether 0,120 

30,77 1243 Carvacrol methylether  0,085 

34,76 1301 Thymol  42,634 

35,3 1309 Carvacrol 20,248 

38,21 1354 Thymol acetate 0,021 

42,2 1416 (E)-caryophyllene 1,442 

44,24 1449 α-Humulene 0,036 
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47,75 1506 β-Bisabolene 0,738 

48,55 1520 δ-Cadinene 0,140 

49,8 1541 E-α-Bisabolene 0,900 

51,97 1579 Caryophyllene oxide 0,031 

 
Total identifié                                                                                                                   99,208 
 
Monoterpènes           96,316% 
Sesquiterpènes         3,313% 
Autres                        0,371% 
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V.3. Résultats de la caractérisation physicochimique des huiles végétales 

V.3.1 Evaluation des résultats physiques 

V.3.1.1 Densité relative  
     Les résultats obtenus pour la densité des huiles sont inférieurs à 0,9 pour les huiles 

d'oléastre et d'Elio et pour les huiles aromatisées, les résultats montrent une valeur 

comprise entre 0,19% et 0,9%. La densité est l'une des caractéristiques importantes 

d'une huile végétale. Ce paramètre dépend du taux d'acides gras polyinsaturés, du 

niveau d'oxydation et de polymérisation (Sadoudi et Ali Ahmed, 2017). Les résultats 

obtenus sont conformes à la tranche 0,912- 0,925 établie par la norme COI (2019) et 

le Codex Alimentarius (1998). 

 

 

Figure V.5 : Evolution de la densité des huiles étudiées avant et après 

l’aromatisation 

 E : Huile Elio, O : huile d’oléastre, EC : Huile Elio + HES citron EA : Huile Elio + HES ail, ET : Huile Elio + HES 

thym, OC : Huile oléastre + HES citron, OA : Huile oléastre + HES ail   OT : Huile oléastre + HES thym. 

 

V.3.1.2 Humidité   
   Les huiles raffinées fraîches ne doivent pas contenir de traces d'eau (Codex 

Alimentarius, 1999). Les valeurs de l’humidité de l’huile Elio, testée dans notre étude 

expérimentale de 0.3%, avant l’aromatisation. Ces valeurs sont supérieures à la norme 

établie par le Codex Alimentarius (1999) qui exige un taux d’humidité inférieur à 0.2% 

pour les huiles raffinées et le COI (2019) dont fixe une humidité inférieure à 0.2% pour 

une huile d'olive vierge. Nous remarquons également que l'humidité des huiles 

végétales après aromatisation, le pourcentage de variation pour l'huile d'oléastre 

aromatisée à l'huile essentielle de citron est égale à 0,1% et pour les deux autres (huile 

d'oléastre + thym) et (huile d'oléastre + ail) sont toujours de 0%.  
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    Nous remarquons que l'humidité de l'huile Elio + HE citron (figure V.6), a 

légèrement augmentée mais que celle de l'huile Elio aromatisée avec HE thym et HE 

ail est abaissée à 0.08%. La teneur en eau des huiles d'Elio et d'oléastre est un 

paramètre de qualité important, influençant non seulement les activités de raffinage 

des huiles mais aussi leur conservation (Alileche et al., 2021). La présence d'eau peut 

provoquer des réactions d'hydrolyse, et rendre les acides gras libres moins stables à 

l'auto-oxydation, ce qui entraîne des saveurs rances (Meng et al., 2012).   

 

Figure V.6 : Evolution de l’humidité des huiles étudiées avant et après 

l’aromatisation 

 E : Huile Elio, O : huile d’oléastre, EC : Huile Elio + HES citron, EA : Huile Elio + HES ail, ET : Huile Elio + HES 

thym, OC : Huile oléastre + HES citron, OA : Huile oléastre + HES ail   OT : Huile oléastre + HES thym 

 

V.3.2.Evaluation des analyses chimiques  

V.3.2.1 L’acidité   
L’acidité (exprimée en % d’acide oléique) et la comparaison qualitative des 

échantillons d’huile d’olive analysés sont illustrés dans la figure V.7 

    On observe que l'acidité de l'huile d'oléastre est inférieure de 0,16% et celle de 

l'huile d'Elio de 0,8%. On note également que la valeur de l’acidité après 

l’aromatisation augmente pour l'huile d'oléastre + HE de citron et HE d'ail jusqu'à 0,8% 

par contre elle diminue pour l'huile d'oléastre + HE de thym ; en parallèle la mesure de 

l’acidité de l'huile d'Elio aromatisée avec les trois HE est stable à 0,8%.  

 

      En comparent nos résultats d’examen de caractéristiques avec celle de (Ayadi et 

al., 2009 ; Alileche et al., 2021), nous pouvons déduire que l’ajout de plantes 

médicinales (aromatiques) entraine une légère augmentation de l’acidité cette 

modification est due à la migration certaine molécule des plante médicinales vers huile 
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d’olive pendant le processus de macération, ces molécule pourrait être des acide 

organiques, des composants phénolique,  et des antioxydants huile essentielles. Les 

résultats montrent que le pourcentage d'acidité de l'huile des différents échantillons 

d'huile étudiés est inférieur à 0,8%, norme fixée par le COI (2015) pour une huile d’olive 

(Alileche et al., 2014). Pour l’acidité des huiles (Elio), nous pouvons déduire que cette 

huile importée est conforme à la norme de codex Alimentarius. 

 

   Juhaimi et al. (2016)  ont noté aussi une augmentation variant de 0,78 à 0,89 mg 

KOH/g d’huile de l’acidité dans les échantillons de l’huile l’olive enrichis par l’HE de 

romarin et conditionnés dans des bouteilles en verre de différentes couleurs (rouge, 

jaune, vert et transparent) (entre) après 90 jours de stockage. 

 

Figure V.7: Evolution de l’Acidité des huiles étudiées avant et après 

l’aromatisation, 

 E : Huile Elio, O : huile d’oléastre, EC : Huile Elio + HES citron , EA : Huile Elio + HES ail,  ET : Huile Elio + HES 

thym, OC : Huile oléastre + HES citron, OA : Huile oléastre + HES ail   OT : Huile oléastre + HES thym 

 

V.3.2.2 Indice de peroxyde 
    L’indice peroxyde permet d’évaluer au sein d’une huile la quantité de peroxydes et 

d’hydroperoxydes (produits d’oxydation primaires). L’indice de peroxyde des différents 

échantillons de l’huile d’olive analysés est reporté dans la figure V.8 
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Figure V.8 : Evolution de l’Indice de peroxyde des huiles étudiées avant et 

après l’aromatisation  

 E : Huile Elio, O : huile d’oléastre, EC : Huile Elio + HES citron EA : Huile Elio + HES ail,  ET : Huile Elio + HES 

thym, OC : Huile oléastre + HES citron, OA : Huile oléastre + HES ail   OT : Huile oléastre + HES thym. 

 

     Les résultats obtenus (FigureV.8), révèlent que l’indice de peroxyde reste inférieur 

à la limite normative indiquée par le règlement COI 2019 pour l'huile d'olive vierge et 

vierge-extra (20 mEq O2/kg) (Alileche et al., 2014) et les normes de codex 

alimentarius pour une huile végétales (10 mEq O2/kg). 

. On remarque une diminution de l’indice de peroxyde pour l’huile Elio aromatisée avec 

les trois huiles essentiels par contre une légère augmentation pour l’huile d’oléastre 

aromatisée avec HEs   

 

      Dans des études antérieures réalisées sur l’effet d’incorporations d’extraits et des 

HEs de plantes sur la composition chimique, la qualité et la stabilité oxydative d’autres 

huiles végétales, Asnaashari et al. (2016) et Chandran et al. (2016) ont montré que 

l’IP de l’huile de maïs et de noix de coco additionnées des HEs de gingembre (Zingiber 

officinale), de poivre noir (Piper nigrum) et de l’extrait de la mûre (Rudus plicates), 

augmente durant la thermo-oxydation. 

 

V.3.2.3 Extinction spécifiques  
    L’extinction spécifique des huiles dans l’ultraviolet (K232 et K270) constitue un 

paramètre important de leur qualité. En effet, Les valeurs de l’indice de peroxyde 

inferieur ou égale à 20 meq O2/Kg d’huile ne signifient pas toujours l’absence du 

phénomène d’oxydation. Le recours à la détermination des coefficients (K232, K270) 
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d’absorbance dans l’ultraviolet, renseigne sur la présence ou l’absence de produits 

d’oxydation secondaire dans l’huile.  

 

     Les hydroperoxydes des premiers stades de l’oxydation absorbent à 232 nm, alors 

que les produits d’oxydation secondaires tels que les cétones insaturées-dicétones 

absorbent au voisinage de 270 nm. L’absorbance dans l’ultraviolet est un moyen 

d’évaluation de l'état de conservation de l'huile. C'est également un indicateur sur la 

douceur de la méthode d'extraction et sur l'oxydation par surexposition de l'huile à l'air 

lors de la trituration, (Tanouti et al., 2011). 

 

 

Figure V.9 : Evolution des extinctions spécifiques a 232 et 270 nm des huiles 

étudiées avant et après l’aromatisation  

 E : Huile Elio, O : huile d’oléastre, EC : Huile Elio + HES citron EA : Huile Elio + HES ail, ET : Huile Elio + HES 

thym, OC : Huile oléastre + HES citron, OA : Huile oléastre + HES ail   OT : Huile oléastre + HES thym 

 

La formation des diènes et triènes conjugués est exprimée par l’évolution des indices 

K232 et K270 représentée par (la figure V.9). L'oxydation, indiquant la présence des 

diènes (K232) et des triènes (K270) conjugués et, selon COI 2019, ces deux indices 

doivent être inférieurs respectivement à 2,5 et 0,22 pour les huiles d'olive 

 

 L’extinction spécifique à 232 nm  

     A partir des résultats obtenus, il ressort que, toutes les absorbances sont 

conformes aux normes établies par le COI (2019) puisque l’extinction spécifique K232 

de tous les échantillons d’huile étudiée est inférieure à 2,6. 
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 L’extinction spécifique à 270 nm 

       Les résultats des différents indices se situent tous dans les limites de la norme du 

COI (2019) (K270 ≤ 0,25) pour une huile d’olive et l’huile Elio  

   D’après les résultats obtenus, il ressort que l’ajout de l’HE améliore la stabilité 

oxydative de l’huile d’olive conservée à l’abri de la lumière. Ce résultat est en 

conformité avec les travaux de Arcoleo et al. (2009). 

 

V.3.3 Résultats de la caractérisation nutritionnelle des huiles étudiées 

V.3.3.1 Dosage du pigment  
        L'huile d'olive contient des composés mineurs qui lui confèrent ses qualités 

organoleptiques et nutritionnelles. Parmi ces composés mineurs, les pigments, qui du 

fait de leur antioxydants à l'obscurité et pro-oxydants à la lumière, semblent jouer un 

rôle primordial dans la stabilité oxydative de l'huile pendant le stockage, et dans la 

préservation de sa qualité, (Tanouti et al., 2011). La teneur en pigments est influencée 

par le cultivar, l'indice de maturation, la zone de production, le système d'extraction et 

les conditions de stockage, (Cheikh M, 2016). 

 

 

FigureV.10 Evolution des pigments a 640 et 540 nm des huiles étudiées avant 
et après l’aromatisation  

 E : Huile Elio, O : huile d’oléastre, EC : Huile Elio + HES citron EA : Huile Elio + HES ail, ET : Huile Elio + HES 
thym, OC : Huile oléastre + HES citron, OA : Huile oléastre + HES ail   OT : Huile oléastre + HES. 

 

V.3.3.1.1 Teneur en chlorophylle 
    La Teneur des chlorophylles montre des variations importantes d'un échantillon à 

l'autre. En effet, la valeur la plus élevée (1.20 mg/kg) est obtenue par l'échantillon 
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d'huile d'oléastre aromatisée avec le citron, à noter également que l'huile d'Elio 

contient une quantité de chlorophylles inférieure à celle de l'olive (oléastre) (0.70mg/kg 

0.99mg/kg respectivement) (figure V.10). On note la teneur des huiles Elio 

aromatisées avec les déférentes huiles qui passe de 0.80 à 0,90mg/kg. Les résultats 

enregistrés montrent qu’il y a une légère différence entre le taux de chlorophylle dans 

l’huile Oléastre fixe et huile après aromatisation, cependant ces résultats sont 

conformes aux normes par le (COI 2019) 

 

    La diminution de la teneur en chlorophylle de huile Elio pourrait être expliqué par la 

transformation de la chlorophylle a et chlorophylle b en phéophytine a et phéophytine 

b, qui confère à l’huile une coloration jaune, (Hamza et Mayout, 2016) ; pendant le 

stockage.  

 

V.3.3.1.2 Teneur en caroténoïde   
      Quant aux caroténoïdes, leur détermination est considérés aussi importante en 

raison de leurs propriétés vitaminique, nutritionnelle et antioxydante (Reboul et al., 

2007). Leur présence en quantité suffisante dans l’huile permet de retarder le 

phénomène de la photo oxydation et de préserver les paramètres de qualité de l’huile 

au cours du stockage, (Benrachou, 2013).  

     Selon les résultats représentés dans la (figure V.10), nous constatons que nos 

échantillons présentent des teneurs appréciables en caroténoïdes. La teneur en 

caroténoïdes la plus élevée est enregistrée par l’huile Oléastre aromatisée avec HE 

du citron et avec HE du thym de 0.90mg/kg et pour huile Elio et Oléastre fixe de 

0.60mg/kg et 0.80mg/kg respectivement. Ce qui concerne les huiles aromatisées (Elio 

aromatisées avec les trois huiles déférentes montrent des valeurs importantes de 0.62 

mg/kg, et 0.68 mg/kg. Les teneurs en caroténoïdes des variétés d’huiles Oléastre 

avant et apres aromatisation sont dans l’intervalle de la norme COI (2 – 14 mg/kg). 

 

V.3.3.2Dosage polyphénols  
     Les polyphénols passent dans l’huile lors de son extraction. Les ortho diphénols 

(comme l’hydroxytyrosol, l’acide caféique et l’oleuropéine) présents dans l’huile sont 

considérés comme des antioxydants naturels qui protègent l’huile contre l’oxydation, 

ils lui confèrent une meilleure stabilité lors du stockage, une saveur amère et une 

sensation de piquant (Tanouti et al., 2011 ; Ollivier D et al., 2004). Les teneurs en 
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polyphénols totaux des différents extraits méthanoliques exprimées en mg 

d’équivalent d’acide gallique /kg sont représentées dans la (figure V.11). 

 

 

Figure V.11 : Evolution des composés phénoliques des huiles étudiées avant et 

après l’aromatisation  

 E : Huile Elio, O : huile d’oléastre, EC : Huile Elio + HES citron EA : Huile Elio + HES ail, ET : Huile Elio + HES 

thym, OC : Huile oléastre + HES citron, OA : Huile oléastre + HES ail   OT : Huile oléastre + HES 

 

     Les résultats de cette étude montrent que les teneurs en polyphénols totaux varient 

considérablement entre les huiles végétales et huiles aromatisées, en effet, l’huile 

Olea europaea L aromatisées avec le HE du Thymus vulgaris possède la teneur la 

plus élevée, avec une valeur de 170,23 mg EAG/kg, Pour les autres huile oléastre et 

OC et OA, les quantités des phénols totaux varient entre 159,98 à 159,51mg figure 

V.11 (Annexe VIII). Ce qui concerne huile Elio possède la teneur faible par apport à 

l’huile d’oléastre avec une quantité de 16,29mg E.A.G/Kg, et une augmentation 

significative après aromatisation avec les HEs, les quantités varient entre 17,14 à 

22,28mg EAG/kg.  

      La concentration en polyphénols totaux de l’échantillon d’huile oléastre est 

d’environ 159,98 mg EAG/kg, est en accord de celles des variétés italiennes étudiées 

par Baiano et al. (2009), pour lesquelles les teneurs en polyphénols sont comprises 

entre 133,68 et 322,18 mg/kg et celles étudiées par Tura et al. (2007) pour lesquelles 

les teneurs en polyphénols sont comprises entre 115 et 377mg/kg. La concentration 

en polyphénols de l’huile olive a augmenté après aromatisation OT 170,23 > OC 

163,03 > OA 159,51 mg E.AG/Kg, Ceci peut s’expliquer par la richesse de l’huile 

essentielles en métabolites secondaires, essentiellement les polyphénols et les 

flavonoïdes (Bammou et al., 2015). 
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      Cependant, Ayadi et al. (2009) ont observé que l’aromatisation de l’huile d’olive 

Tunisienne par le basilic (Ocimum basilicum) a permis une bonne protection voire 

même une augmentation de composés phénoliques. Même résultat a été signalé par 

Khemakhem et al. (2015) et Yang et al. (2016) en étudiant l’effet de l’addition du 

zeste du citron (Citrus limon) et de romarin (Rosmarinus officinalis) sur la teneur en 

composés phénoliques dans l’huile d’olive, de soja, de coton et de son de riz. 

 

V.3.4 Composition en acides gras par GCMS 
La composition en acides gras un paramètre important pour déterminer la stabilité à 

l'oxydation de l’huile est la composition en acides gras des triglycérides et en particulier 

leur degré d’instauration, La composition en acide gras exprimée en pourcentage (%). 
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Tableau V.5 : Détermination des Acides Gras des huiles végétales et huiles aromatisées.  

Pic Acides 
Gras 

Acides gras   AG-EAIL     AG-EC       AG-ELIO     AG-ET AG-OAIL         AG-OC AG-OLEST               AG-OT       

1 C16 Acide palmitique 14.285 14.742 12.742 24.029 9.294 15.083 14.860 13.575 

2 C16:1 
ω-7 

Acide palmitoléique 13.331 19.407 8.228 10.830 1.758 3.041 12.262 9.304 

3 C16:1 
ω-9 

 Acide hypogéique 9.362 9.477 8.140 8.921 1.541 0.886 0.929 0.611 

4 C17 Acide margarique 5.028 16.249 14.013 14.819 6.713 2.503 2.113 5.126 

5 C18:0 Acide stéarique 4.297 6.935 6.822 8.252 4.784 6.253 6.690 10.486 

6 C18:1 
ω-9 

Acide oléique 23.586 25.333 23.266 24.910 26.428 24.892 23.790 39.196 

7 C18:1 
ω-7 

Acide vaccénique 9.069 4.733 21.934 4.705 23.024 24.234 10.075 4.089 

8 C18:2 
ω-6 

Acide linolique 14.280 0.842 0.690 0.781 5.449 18.380 15.936 13.142 

9 C18:3 
ω-3 

Acide α-linolénique 4.843 0.131 0.133 4.030 1.957 3.286 2.608 3.013 

10 C20 Acide arachidières 0.756 0.115 0.215 0.162 ND ND 6.258 ND 

11 C20:1 
ω-9 

Acide gadoléique 0.180 ND 0.209 ND 0.103 ND 3.292 ND 

12 C22:0 Acide béhénique 0.144 ND 0.904 ND 3.477 ND ND ND 

13 C22:1 
ω-9 

Acide erucique  ND ND 0.859 ND ND ND ND ND 

14 C24:0 Acide lignocérique  ND ND 0.603 ND ND ND ND ND 

15  C26  Acide cerotïque ND ND 0.732 ND ND ND ND ND 

Acide gras saturés                                           33.572           47.403            44 .171                56.021              22.332             24.725             30.85                     29.798 

Acide gras mono-insaturés (AGMI)                46.166           49.473            54.496               40.445              51.313               52.104             49.419                   52.589 

Acide gras polyinsaturés (AGPI)                    19.123             0.973                0.823                 4.811                7.406              21.586            18.544                   16.155 

 Acide gras insaturés (AGI)                             65.289           50.446             55.319               45.256              58.719               73.69              67.963                    68.744 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_lignoc%C3%A9rique
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     Une diminution des concentrations des AGS et AGPI a été observée (entre 0,5 à 

3%) tandis que une augmentation dans les concentrations en AGMI variant de 1 à 3% 

a été observée dans tous les échantillons de l’huile d’olive étudiés et l’huile de ELIO.     

 

  Pour l’ensemble des échantillons d’huile étudiée, des taux élevés en acide gras 

saturés (AGS) ont été décelées. La teneur la plus élevée est obtenue chez l’huile ELIO 

aromatisées avec HE thym (56.02%) Pour la proportion d’acides gras mono-insaturés 

(AGMI), Des similarités ont été notées entre les huiles des différents échantillons 

malgré la diversité des récoltes et des catégories des plantes médicinales ; la grande 

valeur a note pour huile d’oléastre aromatisé avec HE citron. En effet, Les acides gras 

mono-insaturés ont une grande importance en raison de leurs implications 

nutritionnelles et leurs effets sur la stabilité oxydative des huiles et perturbation de la 

membrane bactérienne. 

     Nos résultats concordent avec ceux de Sousa et al. (2015). Ces auteurs ont 

constaté une augmentation notable dans la concentration des AGMI de l’huile d’olive 

enrichie par le laurier et l’origan. Dans une étude réalisée par Malheiro et al. (2012), 

sur l’huile d’olive additionnée d’un extrait du thé, il a été constaté une diminution 

considérable des AGPI durant le phénomène de thermo-oxydation. Cependant Yang 

et al. (2016), ont signalé que l’addition d’extrait de romarin dans l’huile de son de riz, 

de coton et de soja retarde la dégradation des AGPI. 

 

V.3.5. Analyse spectrale par infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) 
     Les spectres obtenus sont des spectres typiques de l’huile  (Borràs, Mestres, 

Aceña, Busto, Ferré, Boqué, et al., 2015). En effet, elle est utilisée pour déterminer 

le degré d’instauration, l’état d’oxydation, les acides gras libres, les doubles liaisons 

trans et la présence des impuretés des autres huiles végétales (García-González, 

Baeten, Pierna, et Tena, 2013). 
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Figure V.12 : Superposition des spectres IR de l’huile d’oléastre avant après 

l’aromatisation (ail, citron et thym). 

 

      Les huiles étudiées (huile d’oléastre et l’huile d’Elio) avant et après 

l’aromatisation ont été analysées par la spectrométrie IR. La figure suivante présente 

les spectres IR (Figure V.12 et V.13) montrent les bandes suivantes  

 

 

Figure V.13 : Superposition des spectres IR de l’huile Elio avant et après 

l’aromatisation (ail, citron et thym). 
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 La bande vers 3005-3010 cm-1, élongation du groupement –CH- de la liaison –

C=C-, l’intensité de cette bande nous renseigne sur le degré de saturation de 

nos huiles. 

 les bandes d'absorption relativement fortes situées vers 2925 et 2850 cm-1sont 

attribuées à l'élongation de la liaison C-H des groupements -CH2-et -CH3-. Qui 

sont les constituants des chaines des acides gras.  

 Les spectres exhibent également une bande d'absorption intense vers 1740-

1750cm-1caractéristique du groupement carbonyle des esters, toujours présent 

dans les glycérides. 

 Une bande d'absorption relativement faible vers 1700-1710 cm-1 caractéristique 

du groupement carbonyle des acides gras libres. 

 Une bande de vibration hors plan des groupements trans –HC=CH-, située vers 

960-970 cm-1. 

 Une bande de vibration hors plan des groupements Cis –HC=CH-, située vers 

720 cm 

 Une bande située autour de 1160 cm-1, caractéristique de la liaison C-O. 

 
Les spectres sont presque identiques, cependant quelques petites différences sont 

détectables en fonction du traitement on peut citer celle de la bande des acides gras 

libres, et celles de la région 700-950 cm-1 qui est modifiée en fonction du taux des AG 

CIS/TRANS 

 

V.4 les activités biologiques des huiles essentielles, des huiles végétales avant 
et après l’aromatisation 

 

V.4.1 Evaluation d’activité antioxydante par DPPH des huiles essentielles et 
huiles aromatisées 

 
     L’activité antioxydante des échantillons des huiles étudiés avant et après 

l’aromatisation a été évalués par le test du radical DPPH et les résultats obtenus sont 

représentés dans le (Tableau 1, Annexe X) et illustrées dans les Figues (V.14.15.16).  

D’après les résultats obtenus, l’activité antioxydante des échantillons étudiées HO/HE 

et HEL/HE décroit après l’aromatisation. 
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     Toute les huiles essentielles ont donné des pourcentages d’inhibition différents l’un 

de l’autre et inférieur aux standard, de BHT et l’acide ascorbique. En effet les 

pourcentages d’inhibition pour l’huile essentielle du thym, ail, citron  et les standards 

BHT, ainsi que l’acide ascorbique sont de 82.17%,  80, 23 %, 72.17 % et 87.25 %  et 

95.21 %respectivement. Les pourcentages d’inhibition estimés pour les autres huiles 

végétales sont inférieurs à ceux estimés pour les standards avec des valeurs de 

35.21 % ± 73, .21 % et 41.25 % pour l’huile d’oléastre et l’huile Elio, , contre des 

valeurs de 53.32 %± 45.12 %, 49.12% ,32.12% ,28.15% et 27.89% pour  les huiles 

aromatisées OA,OT, OC et EA, EC, ET respectivement.  

     D’après les figures (14.15.16), nous remarquons que l’activité anti radicalaire 

donnée par l’huile essentielle du thym est plus élevée que celle donnée par les autres 

huiles essentielles.  

 

 

Figure V.14 : Evolution de pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de la 

concentration de l’huile essentielle étudiée  
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Figure V.15 : Evolution de pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de la 

concentration de l’huile Elio avant at après l’aromatisation. 

 

    Nous avons remarqué une diminution de l’activité antioxydant de nos huiles après 

l’aromatisation pour l’huile d’oléastre et même pour l’huile d’Elio. Des résultats 

similaires ont été signalés par Delgado-Adámez et al. (2013). Cependant, Baiano et 

al. (2009) ont montré que l’activité antioxydante de l’huile d’olive enrichie par 

différentes espèces (citron, origan, romarin et piment) et conservée dans du verre 

opaque à température ambiante a été réduite après 9 mois de stockage, 

comparativement à l’huile d’olive non enrichie et celle enrichie par l’ail. 

 

 

FigureV.16 : Evolution de pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de la 

concentration de l’huile d’oléastre avant at après l’aromatisation.  

 

         Dans les travaux de Sousa et al. (2015), réalisés sur l’huile d’olive enrichie par 

le laurier, une diminution de l’activité antioxydante a été constatée après 3 mois de 
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stockage dans l’obscurité à température ambiante. Ces auteurs ont signalé que le 

pouvoir d’inhibition du radical DPPH et d’ABTS a diminué de 140,8 ± 3 à 133,6 ± 2,8 

µmol TE/L et de 296,3 ± 2,8 à 294 ± 2,4 µmol TE/L, respectivement. Ces résultats sont 

en accord avec ceux de Nour et al. (2018) qui ont aussi signalé que l’activité 

antioxydante de l’huile d’olive extra vierge additionnée de 5% de l’extrait de résidus de 

tomates a été réduite de 18,9 à 9,4%. 

 

     Il est à noter que l’huile d’oléastre et l’huile Elio enrichie en HE de l’ail ont montré 

des activités antioxydantes les plus élevées, celles-ci sont attribuées à la présence de 

certains composés bioactifs dans ces HEs. Selon Tepe et al. (2005) et Ozen et al. 

(2011), ceci peut s’expliquer par la présence des composés phénoliques dans les HEs 

qui peuvent interagir d’une façon synergique ou additionnelle pour créer un système 

efficace vis-à-vis des radicaux libres. Ben Rached et al. (2014) ont montré que 

l’aromatisation de l’huile d’olive (zalmati) par l’HE de romarin (Rosmarinus officinalis 

L.) a augmenté l’activité antioxydante de ce complexe.  

 

V.5 Evaluation de l’activité antimicrobienne de trois huiles essentielles (Citron, 

ail et thym) et de deux antibiotiques (Gentamycine et Fluconazole) et deux 

huiles végétales avant et après l’aromatisation. 

      Cette étude vise à évaluer l’activité antibactérienne de trois huiles essentielles de 

thym citron et ail, de deux antibiotiques (exemple comme référence) et deux huiles 

végétales (huile d’oléastre et l’huile d’Elio) avant et après l’aromatisation on utilisant 

la méthode de diffusion sur agar. Quatre (04) souches bactériennes ont été utilisées 

dans cette étude deux (02) bactéries Gram + (Bacillus subtilis, staphylococcus 

aureus), et deux (02) bactéries Gram- (E.coli, Pseudomonas aeruginosa) et deux 

levures Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae. L’utilisation des témoins a 

favorisé une comparaison juste et fiable de l’effet des HES et les deux antibiotiques 

contre ces bactéries. Les diamètres des zones d’inhibitions des bactéries testées sont 

mesurés et résumés dans (Tableau V.6 ; V.7) et les figures (V.19 ; V.20 ;V21 ; 

V.22 ;V.23 ;V.24 ;V.25). 

     Le contrôle positif Gentamycine est extrêmement efficace sur toutes les souches 

bactériennes testées, avec des diamètres d’inhibition de 28mm. Et Fluconazole 

efficace sur toutes les levures avec un diamètre de 46mm. D’après les résultats, qui 



Chapitre V                                                                                                 Résultats et discussion                                                                                                                                                                                                                                                                              

92 
 

représentent les zones d’inhibitions des différentes souches par les trois huiles 

essentielles et les deux huiles végétales 

 

V.5.1 Evolution de l’activité Antibactérienne des huiles essentielles  
    D’après les résultats, l’huile essentielle de l’ail à un l'effet antimicrobien important. 

On note que l’HE de l’ail a une activité inhibitrice importante sur les bactéries à Gram 

négatifs E.coli et P. aeruginosa avec un diamètre de 17mm, 15mm respectivement. 

Ce qui concerne HE de l’ail a un effet inhibiteur très important sur les bactéries à Gram 

Positifs S.aureus et B.subtilis avec une zone d’inhibition de 46mm, 29mm 

respectivement. Nos résultats sont supérieurs par rapport au témoin Gentamycine ZI˂ 

28mm.   

 

    Cependant, l'huile essentielle du thym à une activité antimicrobienne très importante 

et au-dessus de 50 mm sur la bactérie à Gram négatif E. coli et à Gram positif B.subtilis 

et S.aureus avec un diamètre de 55mm,48mm,70mm respectivement, et une action 

inhibitrice moyenne pour les souches bactériennes à Gram négatif Pseudomonas 

aeruginosa,  avec une zone d’inhibition de 16mm (Figure V.22). Nos résultats sont 

supérieures par apport le témoin positif Gentamycine (ZI ˂ 28mm). 

 

     Les résultats de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles du citron (citrus 

limon), montrent une faible sensibilité sur la souche P.aeruginosa avec un diamètre de 

13mm, et une sensibilité importante sur E. coli avec un diamètre de 18mm. (Figure 

V.22). On a remarqué qu’il existe une forte sensibilité sur les bactéries à Gram positifs 

B.subtilis (29mm), et S.aureus (31mm). Nos résultats sont supérieures que les 

résultats du Gentamycine (ZI ˂ 28mm) que les bactéries à Gram positifs et inferieure 

que les bactéries à Gram négatifs. La différence observée dans la sensibilité des 

différents microorganismes à l'huile essentielle examinée est due à la différence dans 

la structure de la paroi cellulaire et la composition des deux groupes de bactéries. La 

présence d'une membrane externe chez les bactéries à Gram négatif entrave la 

diffusion de l'huile essentielle et à travers la membrane vers le cytoplasme de la cellule. 

 

     Concernant les activités des huiles essentielles on observe L’huile de Thymus   

vulgaris témoignent d’une activité antibactérienne très intéressante et importante par   

rapport   à   la concentration utilisée (1,5μl) surtout contre la bactérie à Gram négatifs 
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et à Gram positifs Staphylococcus   aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis.   En 

effet, S. aureus (G+) et E.coli (G-) et B.subtilis, souches hautement pathogènes, 

présentent une sensibilité élevées supérieure à 45 mm à cette huile. Cette grande 

activité antibactérienne peut être reliée dans le cas de l’huile de thymus vulgaris à la 

présence du thymol et carvacrol qui est majoritaire dans cette huile. ces deux 

phénoliques composants sont effet connus pour leurs propriétés antimicrobiennes 

(Ettayebi et al., 1999 ; Ultte et al., 2000). 

 

      Comme il a été rapporté dans plusieurs études précédentes (Smith Palmer et al., 

1998 ; Chao et Young 2000 ; Kalemba et  Kunicka 2003), les souches à Gram 

positifs ( G+) présentent souvent plus de sensibilité vis-à-vis des huiles essentielles 

que les souches à Gram négatif(G-), mais l’espèce Pseudomonas aeruginosa (16mm) 

reste un cas particulier avec une résistance accrue aux huiles essentielles. Cette 

résistance intermédiaire a été expliquée par l’effet barrière de la membrane externe 

de nature lipopolysaccharidique, qui empêche la diffusion de l’huile essentielle à 

l’intérieur de la cellule (Man et Cox et Markam 2000 ; Longbottom et Carson et 

Hammer et al., 2004 ). 

     La molécule de thymol a un effet inhibiteur et létal sur diverse souches, dont E.coli, 

et S.aureus, B.subtilis, sur laquelle elle provoque des fuites d’ion potassium K+. En 

revanche elle n’est pas actives sur Pseudomonas aeruginosa (Walsh, Maillard et al., 

2003). Rota et al. (2008) ont évalué l’inhibition des micro-organismes exercés par les 

huiles essentielles de Thymus vulgaris chémotype thymol et carvacrol, ces derniers 

sont considérés comme les plus efficaces dans les pharmacopées française et 

européenne. 

 

     Notre étude a montré que l’HE du citron possède une activité antimicrobienne plus 

ou moins importante, sur la croissance de souches testées (bactéries et levures).  Nos 

résultats sont identiques avec une étude Algérienne (Himed, 2014) ; a montré que les 

souches bactériennes testées sont sensibles vis-à-vis de l'huile essentielle étudiée, ils 

ont constaté aussi que les souches Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus 

subtilis) sont les souches les plus sensibles par rapport aux souches à Gram négatif 

(Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa). Le α-terpinène et le limonène affectent 

la perméabilité de la membrane cytoplasmique de Candida entrainant la perte des 

composants cytoplasmiques de la cellule (Adegoke et al., 2000). Plusieurs auteurs 
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ont attribué l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle de C. limon à la présence 

des composants volatils dans la composition de l’huile comme le limonène, linalol, β-

Pinene, (Rodov et al., 1995 ; Alma et al., 2004 ; Bezic et al., 2005 ; Tepe et al., 

2006). Cette activité peut être déterminée par l’effet d’un seul composant ou par effet 

synergique ou antagonique de divers composants (Deba et al., 2008). Veldhuizen et 

al. (2006) ont attribué cette activité aux composés phénoliques dont l’amphipathicité 

de ces composés peut expliquer leurs interactions avec les constituants membranaires 

et ainsi l’activité antimicrobienne. Il est connu l’huile de Citrus limon contient de 92% à 

93% de terpènes dont le d-limonène est le plus abondant (Iserin et al., 2001; Ferhat 

et al., 2010), de sesquiterpènes, d’aldéhydes (dont le citral est le plus dominant) 

(Iserin et al., 2001). Ces composants sont responsables sur une désintégration de la 

membrane de la cellule bactérienne, et provoquée par ces substances, la fuite des 

métabolites intracellulaires provoque la mort de la cellule. 

 

    D’après les résultats qu’on a obtenu concernant HE de l’Allium sativum on peut 

l’explique des déférentes sensibilités des souches bactériennes, par les composants 

majeurs qui sont responsables de la perturbation de la membrane cellulaire.   Plusieurs 

études montrent que le diallyl sulfide exerce une bonne activité antimicrobienne 

(Corzomartinez et al., 2007; Kim et Kyung, 2004 ; Ogara et al., 2000; Yin et Cheng, 

2003), Dans les composants soufrés, le plus grand nombre d'atomes de soufre est 

associé à une meilleure activité antimicrobienne (Kim et al., 2004 ; Phumkhachorn, 

2008 ; Tsao et Yin, 2001).l'HE de l’ail contient aussi le diallyl trisulfide (35,93%) et le 

diallyl tétrasulfide (2,14%). Ces composés qui sont riches en atome de soufre peuvent 

contribuer aussi à cette activité.  

 

V.5.2 Evolution de l’activité antifongique des huiles essentielles 
    D’après les résultats, l’huile essentielle de l’ail à un effet antifongique supérieur à 

l'effet antimicrobien. On note que S.cerevisiae et C.albicans sont très sensibles et on 

remarque une absence de croissance des souches sur les boites avec un diamètre 

supérieure à 80 mm. Nos résultats sont supérieure que le témoin positif Fluconazole 

ZI˂ 46mm. 

   Selon l’échelle de mesure de l’activité antimicrobienne, l’H.E (Thymus vulgaris) 

possède une action inhibitrice très importante de la croissance des levures Candida 

albicans et Saccharomyces cerevisiae, l'huile du thym a une action très forte avec une 
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zone d'inhibition de 55 mm et 52mm respectivement figureV.22. Nos résultats sont 

supérieure que Gentamycine ZI˂ 46mm. Concernant les levures l’HE C.limon possède 

une sensibilité intermédiaire pour les S.cerevisiae (19mm) et C.albicans est plus 

sensible avec une zone d’inhibitrice de 24mm. Nos résultats sont inferieures que les 

résultats de témoins antifongique Fluconazole. 

    En revanche, les levures C.albicans et S.cerevisiae sont sensibles avec une zone 

d’inhibition qui varie entre 50mm et 55mm, cette inhibition s’explique par les 

composants phénoliques d’HE de Thymus vulgaris. En effet l’efficacité de ces huiles 

essentielles de thymus vulgaris contre les levures étudiées est directement liée à leurs 

compositions chimiques en terpènes oxygénés. Ces résultats sont en cohérence avec 

des données publiées en 2020 par Ben salha qui indiquent que les alcools et les 

composés de terpènes polaires agissent en tant qu'agents antifongiques puissants qui 

retardent le processus de biodégradation. Pinto et al. (2006) ont rapporté que les HEs 

du Thymus vulgaris contiennent une quantité importante en phénols, présente un large 

spectre d’activité sur les fongique et levures. Le thymol et carvacrol sont responsable 

de l’activité fongicide (Bennis, Skandamis et al., 2004) ,(Cox, Mann et al., 2000 ; 

lambert, Skandamis et al., 2001 ; Walsh, Maillard et al., 2003). 

       Les composants hydrophobes des huiles essentielles du citron peuvent 

augmenter la perméabilité de la membrane cellulaire, en provoquant la fuite du 

contenu de cellules fongiques (Cox et al., 2000 ; Burt, 2004 ; Cristani et al., 2007). 

Nos résultat sont identiques avec une étude Algérienne (Mohamed et al., 2007) sur 

le pouvoir antifongique de  huile essentielle du Citrus limon , cette  dernière montre 

une activité antifongique (levures) positive établie par la présence de zones d’inhibition 

mesurable. 

Ces résultats sont identiques aussi à celle d’une autre étude marocaine (El Mansouri, 

2013) sur l’évaluation de l’activité antifongique. 

     L’ail est très riche en Diallyl disulfure (21,58%). D’après Casella et son équipe 

(2013), ces composés organosoufrés, confèrent à l’ail une activité antimicrobienne et 

antioxydante ; mais les travaux d’Avato et al. (2000), avaient déterminés après avoir 

utilisé des concentrations différentes de Diallyl disulfure et Diallyl trisulfure, que la 

molécule responsable du pouvoir antifongique était le Diallyl disulfure. 
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V.5.3 Evolution de l’activité Antibactérienne des huiles étudiées avant et après 
l’aromatisation 

     Les huiles végétales (Elio, Oléastre) ont une activité antimicrobienne importante. 

Les souches à Gram négatifs sont plus sensibles (E.coli 16 mm, et P. aeruginosa 17 

mm) que les souches à Gram positifs (B.subtilis 12mm, S.aureus 15mm). Nos résultats 

sont inferieure par rapports les résultats du gentamycine. 

      Des études ont démontré que une activité antibactérienne est présente dans des 

huiles végétales (Tungel et al., 1993 ; Medina et al., 2006 ; Brenes et al., 2007). La 

différence des diamètres d'inhibition pourrait être due principalement à la composition 

chimique des huiles végétales, l'activité antibactérienne de ces dernières pourrait être 

essentiellement due aux composés majoritaires. La variabilité du pouvoir inhibiteur des 

huiles testées pourrait être due à la sensibilité des souches bactériennes aux différents 

composés présents dans ces huiles, à savoir : acides gras, triglycérides, composés 

phénoliques, composés volatils et autres composés de la phase polyphonique de 

l'huile. 

     Tuck et Hayball (2002) et Cicerale et al. (2011) ont montré l'effet inhibiteur de 

l'hydroxytyrosol sur les souches Gram-positives et Gram-négatives. Hydroxytyrosol a 

pu inhiber la prolifération de certaines souches bactériennes tell que E.coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis. D'autres composés présents dans l'huile 

de table et huile oléastre ayant une activité antibactérienne sont identifiés : les 

caroténoïdes (Carvalho et Caramujo 2008). En effet, l'oléastre se caractérise par une 

teneur légèrement élevée en caroténoïdes (0,57 mg /Kg), alors que l'huile d'Elio (0,25 

mg /Kg), ce qui peut expliquer l'activité importante de cette huile. 

 

    D’après les résultats (Tableau V.7), (figures V.23 ; V.24 ; V.25), on remarque une 

chute significative de l’activité inhibitrice des huiles après l’aromatisation, concernant 

les bactéries.  On remarque que l’huile Végétales Elio et Oléastre aromatisée avec les 

trois déférentes HEs ont un effet antimicrobien intermédiaire sur les bactéries à Gram 

négatif et à Gram positifs avec un diamètre varient de 12mm à 19mm .Nos résultats 

sont inferieure que l’effet du Gentamycine. Cette diminution s’explique que les activités 

antibactériennes testées peuvent également résulter d'une synergie entre les 

composés présents dans une huile.  

      Il est probable que la diminution de l'activité soit due à une modification des 

propriétés de la substance responsable de l'activité en présence d'autres composés 
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de l'huile. activité en présence d'autres composés de l'huile (Pereira et al., 2007), 

résultant en une association de deux composants actifs (majeurs ou mineurs) agissant 

en synergie (Pereira et al., 2007), ou de composants mineurs de l'huile qui sont 

également actifs à de faibles concentrations (Lindberg et al., 2004). Une diminution 

décimale faible n’indiquant pas automatiquement une absence d’activité, mais ceci 

pourrait être dû aux faibles volumes de l’huile. 

 

V.5.4 Evolution de l’activité antifongique des huiles étudiées avant et après 
l’aromatisation 

    On peut voir que l’huile végétale Elio n'as pas d’une action inhibitrice pour les 

souches fongiques Saccharomyces cerevisiae et Candida albicans (absence de halo), 

et pour l'huile d'oléastre a un effet antifongique très faible avec une ZI égale à 11 mm 

(C.albicans), et une forte résistance a été notée sur S.cerevisiae (absence de halo) 

(figure V.19). Ceci peut expliquer que huile végétales n’ont pas une activité 

antifongique, on suppose que les huiles végétales contenant des composant 

phénoliques insuffisantes pour l’activité. 

 

      D’après les résultats (Tableau V.7) et les figures (V.23 ; V.24 ; V25), on remarque 

une augmentation remarquable de l’activité antifongique des huiles végétales apres 

l’aromatisation. On note qu’activité antifongiques importante des huiles végétales 

aromatisées varient entre 12mm à 45mm. On observe que la meilleure zone 

antifongique a note pour le huile Elio et Oléastre aromatisées avec HEs de l’ail sur la 

levure S.cerevisiae avec un diamètre de 38mm, 45mm respectivement. Ceci peut 

s’expliquer par la présence des composés phénoliques dans les HEs qui peuvent 

interagir d’une façon synergique ou additionnelle pour créer un système efficace 

antifongiques. On observe une sensibilité de la levure S.cerevisiae contre huiles 

végétales HVEl et HVO aromatisé T.vulgaris et C.limon .Ceci s’expliques une 

diminution des compose phénoliques et composé majoritaire ou une altération des 

composant des huiles végétales aromatisées qui sont responsable a l’activité 

antifongiques. Ceci s’explique que les huiles végétales aromatisées contiennent d’une 

faible quantité des composants phénoliques. On suppose que le dosage 

d’aromatisation était faible. 
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    Toutes les huiles végétales Elio et Oléastre enrichi avec les HEs montrent une 

activité antifongiques moyenne sur C.albicans celles-ci sont attribuées à la présence 

de certains composés bioactifs dans ces HEs tels que thymol et le carvacrol et le 

limonène, p-cymène, diallyl tétrasulfide qui sont rapportés dans la littérature 

scientifique comme des fongiques efficaces et d’inhibiteurs naturels, (Aeschbach et 

al., 1993; Maestri et al., 1997). Finalement on note que les huiles végétales 

aromatisées ont un effet antifongique important qu’un effet antibactérien. 

 

 

Figure V.17 : Evaluation d'activité antimicrobienne des huiles végétales et les huiles 
essentielles. 

 

FigureV.18 Evaluation d'activité antimicrobienne des huiles végétales aromatisées 
avec les huiles essentielles.
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Tableau V.6 : Les diamètres d'halos d'inhibition en (mm) de la croissance des souches bactériennes et fongiques, avec les témoins. 

 

- (+++) : Action inhibitrice très efficace ;   -(++) : Action inhibitrice importante.  

- (+) : Action inhibitrice intermédiaire ;      -Ø (-) : Sans action inhibitrice. 

- ZI : zone inhibitrice.                                - Le diamètre du disque en papier filtre (9mm) est inclu

Les huiles végétales et huiles essentielles (avant aromatisation). 

                 Les extraits 

 

 Les souches 

Les huiles végétales                                 Les huiles essentielles pures   Les témoins (+)    (Reference) 

Huile de table 

Elio 

Huile d’olive 

Oléastre 

HE Citron HE Ail HE Thym Gentamycine 

(T+) 

Fluconazole 

(T+) 

 

Escherichia coli 

ZI = 15 mm 

(+) 

ZI = 16 mm 

(+) 

ZI = 18 mm 

(++) 

ZI = 17 mm 

(++) 

ZI = 55 mm 

(+++) 

ZI= 28 mm (+++)  

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ZI= 11 mm 

(+) 

ZI = 17 mm 

(++) 

ZI =13 mm (+) ZI = 15 mm (+) ZI = 16 mm (+) ZI=28 mm (+++)  

 

Staphylococcus aureus 

ZI = 17 mm 

(++) 

ZI = 15 mm 

(+) 

ZI = 31 mm 

(+++) 

ZI = 46 mm 

(+++) 

ZI = 70 mm 

(+++) 

ZI=28 mm (+++)  

 

Bacillus subtilis 

ZI = 10 mm 

(+) 

ZI = 12 mm 

(+) 

ZI = 29 mm 

(+++) 

ZI = 29 mm 

(+++) 

ZI = 48 mm 

(+++) 

ZI=28 mm (+++)  

Candida albicans ZI= Ø (-) ZI = 11 mm 

(+) 

ZI = 20 mm 

(++) 

ZI = 82 mm 

(+++) 

ZI = 55mm 

(+++) 

 ZI= 46 mm 

(+++) 

Saccharomyces 

cerevisiae 

ZI = Ø (-) ZI = Ø (-) ZI = 24 mm 

(++) 

ZI = 82 mm 

(+++) 

ZI = 52 mm 

(+++) 

 ZI= 46 mm 

(+++) 
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Tableau V.7 : Les diamètres d'halos d'inhibition en (mm) de la croissance des souches bactériennes et fongiques, avec les témoins 

 
 
-             (+++) : Action inhibitrice très efficace.                 - (++) : Action inhibitrice importante.      - OA : Oléastre + Ail.           - Eth : Elio + thym.  

- (+) : Action inhibitrice intermédiaire.                    - Ø (-) : Sans action inhibitrice.                  - Oth : Oléastre + thym.       - EC : Elio + Citron.                              

- ZI : zone inhibitrice.                                              - OC : Oléastre + Citron.                             - EA : Elio + Ail.    

Les huiles végétales aromatisées avec les trois huiles essentielles (Le Citron, l’Ail, et le Thym). 

Les huiles 

 

Souches 

Huiles Oléastre aromatisées avec Huiles Elio aromatisées avec 

Le Citron 

(OC) 

L’Ail (OA) Le Thym (Oth) Le Citron 

(EC) 

L’Ail (EA) Le Thym 

(Eth) 

Gentamycine 

(T+) 

Fluconazole 

(T+) 

 

Escherichia coli 

 

ZI= 17 mm 

(+) 

 

ZI= 18 mm 

(++) 

 

ZI= 17 mm 

(++) 

 

ZI= 16 mm 

(+) 

 

ZI= 17 mm 

(++) 

 

ZI= 17 mm 

(+) 

ZI= 28 mm 

(+++) 

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ZI=13 mm 

(+) 

ZI= 17 mm 

(+) 

ZI=10 mm 

(+) 

ZI= 14 mm 

(+) 

ZI= 15 mm 

(+) 

ZI= 17 mm 

(++) 

ZI= 28 mm 

(+++) 

 

Staphylococcus aureus ZI= 15 mm 

(+) 

ZI= 16 mm 

(+) 

ZI=17mm 

(+) 

ZI= 16 mm 

(++) 

ZI= 18 mm 

(++) 

ZI= 17 mm 

(++) 

ZI= 28 mm 

(+++) 

 

 

Bacillus subtilis 

ZI=12 mm 

(+) 

ZI= 13 mm 

(+) 

ZI=14 mm 

(+) 

ZI= 12 mm 

(+) 

ZI=14mm 

(+) 

ZI= 15 mm 

(+) 

ZI= 28 mm 

(+++) 

 

Candida albicans ZI= 13mm 

(+) 

ZI= 14 (+) 

 

ZI= 13 mm 

(+) 

ZI= 14mm 

(+) 

ZI=12 (+) 

 

ZI= 13mm 

(+) 

 ZI= 46mm 

(+++) 

Saccharomyces 

cerevisiae 

ZI= Ø (-) ZI= 45 mm 

(+++) 

 

ZI= Ø (-) ZI= Ø (-) ZI= 38 mm 

(+++) 

ZI= Ø (-)  ZI= 46 mm 

(+++) 
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FigureV.19 : Evaluation d’activité antimicrobienne des huiles végétales (E=Elio ; O=Oléastre). 

 

C.albicans ; ZIE = 9mm ; ZIO = 11mm 

S.cerevisiae ;  ZIE= 9mm ; ZIO : 9mm (-). 

 

Bacillus subtilis.                          Escherichia coli. 

ZIE = 10mm ; ZIO = 12mm              ZIE = 15 mm ; ZIO = 16 mm. 

 
Staphylococcus aureus 

ZIE = 17 mm ; ZIO = 15 mm. 

 
Pseudomonas aeruginosa 

ZIE = 11mm. ; ZIO = 17 mm. 
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              Pseudomonas aeruginosa                                                staphylococcus aureus                                         Escherichia coli 

                ZIAIL = 15mm                                                                     ZIAIL = 46 mm                                                  ZIAIL = 17mm 

   
                            Bacillus subtilis                                Saccharomyces cerevisiae                                            Candida albicans 

                            ZIAIL= 29mm                                              ZIAIL= 82 mm                                                        ZIAIL= 82 mm 

Figure V.20 : Evaluation d'activités antimicrobienne des huiles essentielles de l'Ail. 

Résultats sont les valeurs des moyennes ± ET de trois répétitions. 
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Escherichia coli                                                   Staphylococcus aureus                                 Basilus subtilis 

ZIcitron =18mm                                                      ZIcitron = 31mm                                              ZIcitron = 29mm 

 
Pseudomonas aeruginosa                                            Candida albicans                                                Saccharomyces cerevisiae 

ZIcitron = 13mm                                                             ZIcitron = 20 mm                                                   ZIcitron =24mm 

Figure V. Evaluation des activités antimicrobiennes des huiles essentielles du Citron. 

Résultats sont les valeurs des moyennes ± ET de trois répétitions. 
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Figure V.22 : Evaluation d’activité antimicrobienne des huiles essentielles du Thym. 
 

 
 
 
 

 
Escherichi coli                                                         Staphylococcus aureus                                          Basillus subtilis 

ZIThym = 55 mm                                                          ZIThym = 70mm                                                  ZIThym = 48mm 

 

   
Pseudomonas aeruginosa                                    Candida albicans                                                     Saccharomyces cerevisiae 

ZIThym =16 mm.                                                    ZIThym = 55mm.                                                       ZIThym = 52mm. 
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             Escherichia coli                                                   Staphylococcus aureus                                           Bacillus subtilis  

             ZIEC = 16mm. ; ZIOC = 17mm.                           ZIEC =16mm ; ZIOC = 15mm.                                ZIEC =12mm ;  ZIOC= 12mm. 

                  

                 Saccharomyces cerevisiae                                 Candida albicans                                   Pseudomonas aeruginosa 

                ZIEC = Ø ; ZIOC = Ø                                        ZIEC =14mm ; ZIOC = 13mm.                  ZIEC =14 mm ; ZIOC =13mm. 

Figure V.23 : Evaluation d’activité antimicrobienne des huiles végétales aromatisées avec l’huile essentielle du Citron 
 
 



           Chapitre V                                                                                                                                                                      Résultats et discussion                                                                                                                                                                                                                                                                              

106 
 

 

 

   Esherichia coli                                                      Bacillus subtilis                                                   Staphylococcus aureus  

ZIEA= 17mm. ; ZIOA = 18mm.                                    ZIEA = 13mm   ;   ZIOA = 14mm                  ZIEA = 18mm ;  ZIOA = 16mm.                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

       

     Pseudomonas aeruginosa                                                         Saccharomyces cerevisiae                             Candida albicans  

ZIEA =15mm. ; ZIOA =17mm.                                                       ZIEA =38mm   ; ZIOA =45mm.               ZIEA = 12 mm    ; ZIOA = 14 mm. 

Figure V.24 : Evaluation d’activité antimicrobienne des huiles végétales aromatisées avec huile essentielle de l’Ail. 
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                                                         Bacillus subtilis                                                                      Pseudomonas aeruginosa  

                      ZIEth=  15mm.                                                      ZIOth= 14mm.                                         ZIOth= 10mm.                                                                                                

      

                                                       Esherichia coli                                                                                 Pseudomonas aeruginosa  

              ZIEth = 17mm.                                           ZIOth = 17mm.                                                                       ZIEth= 17mm.                                                                                            
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                                                        Candida albicans                                    Saccharomyces cerevisiae (Ecouvillonnage). 

                                                               ZIEth = 13mm.  ZIOth =13mm.                  ZIEth = Ø ; ZIOth = Ø.                                                                                        

 

Staphylococcus aureus 

ZIEth = 17mm ;   ZIOth= 17mm. 

Figure V.25 : Evaluation d’activité antimicrobienne des huiles végétales aromatisées avec huile essentielles du Thym.



            

 
 

Conclusion Générale 
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Conclusion Générale  

 

    Ce travail vise à une série d’étude et l’évaluation des activités biologiques 

notamment activité antioxydante et antimicrobienne in vitro des deux huiles végétales 

(huile de Table Elio et huile d’olive d’Oléastre) et trois huiles essentielles extraites par 

hydrodistillation de type Clevenger. La méthode d'aromatisation utilisée par l'ajout 

direct d'huile essentielle à l'huile des végétales. 

    Les trois plantes étudiées Citrus limon L, Allium sativum L et Thymus vulgaris L, ont 

des rendements différents sont de l’ordre de 0.19% et 0.11% 0.1% respectivement, 

d’où on constate que le Thymus vulgaris L, présente le meilleure rendement. 

. Dans notre étude l’aromatisation a été réalisée par la méthode directe. Les 

caractéristiques physicochimiques ont été réalisées : l’acidité, l’indice de peroxyde, 

densité, les coefficients d’extinction (K232, K270) et la teneur en pigments, pour les 

huiles végétales et huiles aromatisées avec HEs, on a noté une diminution 

remarquable pour l’indice de Peroxyde apres l’aromatisation et une petite 

augmentation concernant les pigments. Les huiles fixes et huiles aromatisées sont 

conformes aux normes de COI, et Codex Alimentarius. 

    La composition chimique a été identifiée par chromatographie en phase gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse (GC/MS) démontre que le huile essentielle du 

C.limon possède des composants majoritaire de Monoterpènes (98,7%) : D-Limonene 

(74,399%), γ-Terpinene(7,618), β-Pinene (2,770) ; et pour l’HE de l’Allium sativum 

possède des composants majoritaire de sulfures (89,71%) : Diallyl trisulfide (35,93%) 

Diallyl disulfide (21,58%), HE du Thymus vulgaris possède des composants majoritaire 

de Monoterpènes (96,31%) : Thymol (42,63%),γ-Terpinene(20,42%), Carvacrol 

(20,24%). 

    Les profils d’acides gras obtenus par chromatographie en phase gazeuse couplée 

à la spectrométrie de masse (GC-MS) pour les huiles végétales et huiles aromatisées, 

montre que acide oléique présent avec une grande valeur variée entre 23 à 39,19%, 

les résultats ont enregistrés une augmentation des acide majoritaire des huiles 

végétales après l’aromatisation tellque les acides linoliques, acides palmitiques. Les 

résultats montrent que les acides gras insaturés sont superieure que les acides gras 

saturés. 
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    L’analyse quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu, il 

a été a noté que l’huile Olea europaea riche en polyphénols que l’huile Elio avec une 

quantité de 159,98 mg EAG/kg, 16,29mg EAG/kg respectivement, les résultats montre 

que les teneurs en polyphénols totaux ont augmentée pour toute les huiles végétales 

enrichis en HEs, un pourcentage plus élevé a enregistré pour l’huile Olea.europaea 

aromatisé avec HEs du Thymus vulgaris, avec une quantité de 170,23 mg EAG/kg. 

Ceci signifie que l’enrichissement par l’HE favorise l’augmentation des composants 

phénoliques.  

    Activité antioxydante in vitro a été évaluée par le test DPPH, comparés avec le 

standard acide ascorbique et BHT, les résultats démontrent que les huiles essentielles 

possèdent une activité antioxydante importante et inférieure aux standards. Les 

resultat montrent que l’activité anti radicalaire donnée par l’huile essentielle du Thymus 

vulgaris est plus élevée (82,17%) que celle donnée par les autres huiles essentielles 

Citrus limon et Allium sativum, (72,17% ; 80,23% respectivement).les taux d’inhibition 

estimés pour les huiles végétales sont inferieure à ceux estimés pour les standards, 

avec des valeurs de 41,25%, 73,21% pour l’huile d’Elio et huile d’Oléastre 

respectivement. Les huiles végétales aromatisées possèdent une diminution de 

l’activité des valeurs de 53,32% ; 45,12% ; 49,12% ; 32,12% ; 28,15% et 27,89%, pour 

les huiles aromatisées OA, OT, OC et EA, EC, ET respectivement.  

    Dans notre étude, l’activité antibactérienne des huiles essentielles a été évaluée in 

vitro par la méthode d’aromatogramme diffusion sur gelose avec un disque solide de 

diametre de 9mm. L’efficacité de nos huiles vis à vis des germes testés aussi bien 

bactéries à Gram positifs Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus, et Gram negatif 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa que deux levures Candida albicans, et 

Saccharomyces cerevisiae. Les résultats de cette étude montrent que les HEs Thymus 

vulgaris et Allium sativum possèdent une activité antimicrobienne importante, de 

diametre de 82mm (levures) et ZI≤ 52mm respectivement, et l’HE Citrus limon possède 

une activité antimicrobienne importante de 18mm à 31mm, concernant les huiles 

végétales ont un effet antimicrobien moyen varies entre 10mm et 17mm, et aucune 

activité antifongique a été signifié pour les huiles végétales. 

    Les résultats d’évaluation antimicrobienne montrent que les huiles essentielles de 

thymus vulgaris peuvent être de bons candidats pour explorer de nouveaux agents 
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antibactérien, et Allium sativum comme agent antifongique très efficace pour 

combattre les infections d’origine bactérienne ou fongique. 

     L’huile végétale aromatisée avec huiles essentielles favorisent l’activité 

antifongique contre les levures.  Afin de compléter cette étude, il serait préférable de 

réaliser des travaux approfondis pour : 

 Réalisées une étude quantitative des huiles essentielles CMI et CMB ; et évalue 

une étude d’association des huiles essentielles avec les ATB. 

 Effectuer des essais sur d’autres souches bactériennes afin de confirmer les 

performances mises en évidence. 

 Tester les composés identifiés individuellement en faisant appel à des tests in 

vivo complémentaires qui permettraient une meilleure évaluation de l’activité 

biologique des polyphénols des huiles étudiés. 

 Compléter l’évaluation de l’effet anti inflammatoire, des huiles essentielles et 

huiles végétales, et les huiles aromatisées. 

 Compléter l’évaluation d’activité anti insecticide et utilise les HEs comme un 

biopesticide contre les ravageurs  

 Compléter l’évaluation de l’activité anti cicatrisante. 

 améliorées les huiles végétales aromatisé comme agent antivirale. 

 Associer les huiles essentielles aux nouvelles techniques de conservations des 

aliments, (Bio conservateur)  

 Associer les huiles végétales aromatisé aux des préparations des pains et des 

aliments de base laitière et animale contre les champignons et moisissures. 

 Caractériser les composants des Huiles végétales et HEs et huiles aromatisées 

par HPLC. 
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ANNEXES  



  

 

Annexe I  

 

 

 

 

Matériels biologiques 

Matériels  Photos (originales 2022). 

Pseudomonas aeruginosa 

 
Escherichia coli  

 
Bacillus subtilis  

 
Staphylococcus aureus  

 
 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

Annexe II 

 

 

 

Matériels non Biologiques 

Appareillage Les verreries et autre  Les produits chimiques et les 

solvants 

-Balance de précision,  

-Clevenger. 

-Hôtte. 

-Plaque chauffante.  

-Bain marie. 

-Etuve d'incubation. 

-Bec bunsen. 

-Balance. 

-Spectromètre. 

-Rota vapeur. 

- Autoclave.  

-GC/MS. 

-Infrarouge. 

-GC/FID. 

-UV. 

-Ultrasons. 

-Vortex. 

-Centrifugeur. 

-Distillateur.  

- Eprouvette. 

- Chauffe ballon. 

- Erlen Meyer. 

- Fiole. 

- Becher. 

- Boite de pétri. 

- Disques en papier. 

- Fioles jaugées. 

- Pipettes de Pasteure. 

- Pipettes graduée.  

- Pince de laboratoire. 

- Pycnomètre. 

- Tubes en verre. 

- Les flacons. 

- La micropipette. 

- Entonnoir. 

 

  

 

- Méthanol. 

- Ethanol. 

- Cyclohexane. 

- Chloroforme. 

- Acide Acétique Glacial. 

- Iodore de Potassium. 

- Diéthyle éther. 

-  Heptane. 

- Hexane. 

- DPPH. 

- Folin-Ciocalteu. 

- Carbonate de sodium. 

- Hydroxyde de potassium. 

- Thiosulfate de sodium. 

- Eau distillée. 

- Eau de javel. 

- Eau physiologique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  

 



  

 

Annexe III 

 

Les plantes médicinales étudiées 

 

Citrus limon L.  

 

Thymus vulgaris L.  

 

Allium sativum L. 



  

 

Annexe IV  

Appareillages 

 

Fig 1 : Spectromètre UV la marque Specord 210 Plus (Originale 2022). 

  

Fig 2 : Spectromètre IR TF la marque ALPHA (Photo originale2022). 

 

Fig 3 : Centrifuge model 2698. (Photo originale 2022). 



  

 

 

Le pycnomètre 

 

Agitateur type vortex (Stuart) 

 

La balance 

 

Le bain marie 

 

Ultraviolet (pour la Stérilisation). 

 

Etuve (MEMMERT) 



  

 

 

Bec bunzen. 

 

Pied à coulise. 

 
 

Disque absorbant 9mm. 

 
 

Milieux de culture déshydrate.  

 
 

Oléodoseur 

 
 

GC/MS 

 

 



  

 

Annexe V 

 

 

Montage de Clevenger 

 

 Fig 1 : montre l’extraction d’huile essentielle du citron 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Le Chauffe ballon. 

2. Le Ballon (eau distille + citron). 

3. Réfrigérant. 

4. Entrée l’eau froide. 

5. Sortie l’eau chaude. 

6. Potence. 

7. Robinet pour récupérer l’huile essentielle. 

 



  

 

 

 

 

Figure montre l’extraction d’huile essentielle du thym  

(Photo originale 2022). 

 

 

Figure montre l’extraction d’huile essentielle de l’ail  

(Photo originale 2022). 

 

 



  

 

Annexe VI 

Milieux de culture 

Mueller Hinton « MH »  

Mueller-Hinton (gélose) (g/l) est une gélose riche pour la réalisation d’antibiogramme standard 

Ingrédients : Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée. 

Extrait de viande de bœuf ……………....2g. 

Peptone de caséine ……………………...17.5 g. 

Amidon de maïs ……………………….. 1.5 g. 

Agar ……………………………………. 17 g. 

pH final à 25°C : 7,3 ± 0,1. 

 Préparation :  

 Mettre en suspension 65 g du milieu dans un 1 litre d’eau distillée sterile. 

 Mélange bien et dissoudre en chauffant avec une agitation fréquente. 

 Faire bouillir pendant une minute jusqu’à dissolution complété.  

 Distribuer le milieu dans des flacons en verre et stériliser en autoclave à 118°C pendant 

15minutes. 

 Eviter la surchauffe. 

 Laisser refroidie à 40-50C°. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

Milieu Sabouraud (g/l) 

 

La gélose Sabouraud permet la croissance et l’isolement d'une grande variété de levures et 

moisissures. 

Ingrédients : 

Dextrose .................................................40g 

Peptone de caséine..................................10g 

Chloramphénicol .................................. 0.05 

Agar ……………………………………15 g 

pH = 5.6± 0.2 T 25C°. 

 Mettre en suspension 38 g du milieu dans un 1 litre d’eau distillée sterile. 

 Mélange bien et dissoudre en chauffant avec une agitation fréquente. 

 Faire bouillir pendant une minute jusqu’à dissolution complété.  

 Distribuer le milieu dans des flacons en verre et stériliser en autoclave à 118°C pendant 

15minutes. 

 Eviter la surchauffe. 

 Laisser refroidir à 40-50C°. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

Milieu Gélose Nutritive « GN » (g/l). 

 

La gélose Nutritive pour le Repiquage les souches microbiennes  

Ingrédients :  

Extrait de viande …………….…………..01 g 

Extrait de levure …………….…………...02 g 

Peptone……………………….………….05 g 

Chlorure de sodium……………….……...05 g 

Agar-agar…...............................................15 g 

pH=7,4 ; T 25C°. 

Preparation:  

 Mettre en suspension 38 g du milieu dans un 1 litre d’eau distillée. 

 Mélange bien et dissoudre en chauffant avec une agitation fréquente. 

 Faire bouillir pendant une minute jusqu’à dissolution complété.  

 Distribuer le milieu dans des flacons en verre et stériliser en autoclave à 118°C 

pendant 15minutes. 

 Eviter la surchauffe. 

 Laisser refroidir à 40-50C°. 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

Annexe VII 

 

Profils d’analyses chimiques GC/MS des huiles essentielles étudiées 

 

 Allium sativum L  

 

Fig 1 : Chromatogramme GC-MS de l’Allium sativum L. 

 Citrus limon L 

 

Fig 2 : Chromatogramme GC-SM de Citrus limon L. 
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 Thymus vulgaris L 

 

Fig 3 Chromatogramme GC-MS du Thymus vulgaris L. 
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Annexe VIII 

 

 

Profils des Acides Gras par GC/MS des huiles végétales et les huiles aromatisées. 

 

 

 Huile ELIO 

 

Fig 1 : Chromatogramme GC-MS huile Elio. 
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  ELIO +Ail 

 

Fig 2 : Chromatogramme GC-MS Elio + Ail 

 

 ELIO +Thym 

 

 

Fig 3 : Chromatogramme GC-MS Elio + Thym. 
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 ELIO +Citron 

 

 

Fig 4 : Chromatogramme GC-MS Huile Elio +Citron 

 

 Huile Oléastre  

Fig  5 : Chromatogramme GC-MS du huile Oléastre 
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 Oléastre + Ail 

 

Fig 6 : Chromatogramme CG-MS du Oléastre + Ail 

 

 

 Oléastre + Citron  

 

Fig 7 : Chromatogramme GC-MS du Oléastre + Citron. 
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 Oléastre + Thym 

 

 

Fig 8 : Chromatogramme GC-MS du Oléastre + Thym. 
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Annexe IX 

 

 

 

La courbe d’étalonnage Acide Gallique 

 

 

 

 

 (Les composés phénoliques des échantillons étudiés) 

 

O OC OA OT E EC EA ET 

159,98 163,03 159,51 170,23 16,29 17,14 18,29 22,28 
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Annexe X 

 

 Le test colorimétrique de DPPH des huiles végétales : 

 

Huile Elio.                                                                  Huile d’Oléastre. 

 Le test colorimétrique de DPPH des huiles Essentielles : 

 

            Huile Essentielle de l’Ail.                                          Huile Essentielle du Thym. 

 

Huile Essentielles du Citron. 

 

 

 



  

 

 

 

 Le test colorimétrique de DPPH des huiles végétales Aromatisées : 

 

Huile Oléastre +HEs Ail.                                   Huile Oléastre +HEs Citron. 

 

Huile Oléastre + HEs Thym.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

  

                    Huile Elio + HEs Ail.                                           Huile Elio + HEs Citron. 

 

Huile Elio +HEs Thym. 

 

 Tableau.1. L’activité antioxydante des échantillons avant et apres l’aromatisation 

  1% 5% 10% 20%       50%        100% 

VIT C  32,190 42,780 94,270 94,200 94,211 95,211 

BHT 9,380 17,210 30,210 45,121 72,120 87,250 

HES Citron  15,18 25,96 45,84 52,17 58,12 72,14 

HES Thym 18,64 35,14 45,98 63,52 66,15 82,17 

HES Ail  16,56 33,65 46,35 59,23 62,19 80,23 

E 3,18 8,14 16,21 33,44 41,04 41,25 

EA 2,03 5,17 14,12 20,15 26,54 32,12 

EC 1,13 3,22 9,32 17,21 21,61 28,15 

ET            1,07 3,15 8,96 16,54 20,53 27,89 

O 15,32 22,63 41,62 53,36 60,52 73,21 

OA 10,03 18,32 25,02 36,41 40,12 52,32 

OC 8,04 15,23 22,12 34,18 40,09 49,12 

OT 7,65 14,12 21,84 33,12 38,14 45,12 

 


